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(57) Abstract: The invention relates to an improved method for the specific production of unsaturated a>-3 fatty acids and a method 
for producing triglycerides containing an increased number of unsaturated fatty acids, especially (0-3 fatty acids comprising more 
than three double bonds. Disclosed is the production of a transgenic organism, preferably a transgenic plant, or a transgenic microor- 
ganism containing an increased number of fatty acids, oils, or lipids comprising A-4 double bonds as a result of a A-4 desamrase 
being expressed from Euglena gracilis. The invention further relates to expression cassettes containing a nucleic acid sequence, a 
vector, and organisms containing at least one nucleic acid sequence or an expression cassette. Also disclosed are unsaturated fatty 
acids and triglycerides having an increased fatty acid content and the use thereof. Fatty acids and triglycerides are used in a plurality 
of application in the food industry, in animal nutrition, cosmetics, and pharmaceuticals and are suitable for many different appli- 
cations depending on whether free saturated or unsaturated fatty acids or triglycerides having an increased saturated or unsaturated 
fatty acid content are used. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur spezifischen Hers stellung von unge- 
sattigten (0-3 Fettsauren sowie ein Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fett- 
sauren, besonders von (0-3 Fettsauren mit mehr als drei Doppelbindungen. Die Erfindung betrifft die Herstellung eines transgenen 
Oiganismus bevorzugt einer transgenen Pflanze oder eines transgenen Mikroorganismus mit erh5htem Gehalt an Fettsauren, Olen 
Oder Lipiden mit A-4-Doppelbindungen aufgrund der Expression einer A-4-Desaturase aus Euglena gracilis, usserdem betrifft die 
Erfindung Expressionskassetten enthaltend eine Nukleinsauresequenz, einen Vektor und Organismen enthaltend mindestens eine 
Nukleinsauresequenz bzw. eine Expressionskassette. Ausserdem betrifft die Erfindung ungesattigte Fettsauren sowie Trigiyceride 
mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren und deren Verwendung. Fettsauren und Trigiyceride haben eine Vielzahl 
von Anwendungen in der Lebensmittelindustrie, der Tieremahrung, der Kosmetik und im Pharmabereich, Je nachdem ob es sich 
um freie gesattigte oder ungesattigte Fettsauren oder um Triglyceride mit einem erhShten Gehalt an gesattigten oder ungesattigten 
Fettsauren handelt, sind sie fiir die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. 
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A-4-Desaturasen aus Euglena gracilis, exprimierende RIanzen und PUFA enthaltende 
die 

Beschreibung 

Die vorllegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur spezifischen Her- 
stellung von ungesatSgten <d-3 Fettsauren sowie eIn Verfahren zur Herstellung von 
Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren, besonders von 
00-3 Fettsauren mit mehr als drei Doppelbindungen. Die Erfindung t)etnfft die Her- 
stellung eines transgenen Organismus bevorzugt einer transgenen Pflanze oder eines 
transgenen Mikroorganismus mit erhdhtem Gehalt an Fettsauren, Olen oder Lipiden 
mit A-4*Doppelbindungen aufjgrund der Expression einer A-A-Desaturase aus Eugiana 
gracilis. 

AuBerdem betrifft die Erfindung Expressionskaissetten enthaltend eine Nukleinsaure- 
sequenz, einen Vektor und Organismen enthaltend mindestens eine Nukleinsaurese- 
quenz bzw. eine Expressionskassette. AuBerdem betrifft die Erfindung ungesattigte 
Fettsauren sowie Triglyceride mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren 
und deren Verwendung. 

Fettsiuren und Triglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der Lebensmit- 
telindustrie, derTieremahrung, der Kosmetik und im Pharmabereich. Je nachdem ob 
es sich um freie gesattigte oder ungesattigte Fettsauren oder um Triglyceride mit 
einem erhohten Gehalt an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren handelt, sind sie 
fOr die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet 

Mehrfach ungesattigte langkettige coS-Fettsauren wie Eicosapentaensaure (EPA) oder 
Docosahexaensaure (DPA) sind wichtige Komponenten der menschllchen Emahrung 
aufgrund ihrer verschledenen Rollen in der Gesundheit, die Aspekte wie die Entwick- 
lung des kindlichen Gehirns, der Funktionalrtat des Auges, der Synthase von Honno- 
nen und anderer Signalstoffe, sowie die Vorbeugung von Herz-Kreislauf-Beschwerden, 
Krebs und Diabetes umfassen (Poulos, A Lipids 30:1-14, 1995; Horrocks, LA und Yeo 
YK Pharmacol Res 40:211-225, 1999). Es besteht aus diesem Grund ein Bedarf an der 
Produktion mehrfach ungesattigter langkettiger Fettsauren. 

So werden beispielsweise mehrfach ungesattigte Fettsauren Babynahrung zur 
Erhdhung des NahnArertes zugesetzt, sowie zur ungehinderten Entwicklung des 
Saugilngs.. Hauptsdchlich werden die verschledenen Fettsauren und Triglyceride aus 
Mikroorganismen wie Mortierella oder aus Ol-produzierenden Pflanzen wie Soja, 
Raps, Sonnenblume und weiteren gewonnen, wobei sie in der Regel in Form ihrer 
Triacyiglyceride anfaiten. in hdheren Pflanzen treten allerdings keine tangkettigen 
ungesattigten Fettsauren auf. Die langkettigen Fetts&uren steimmen zum gnoBten Teil 
aus Rschdl bzw. aus der Fermentation von entsprechenden Algen (z.B. Thrausto- 
chytrium) bzw. Pilzen (z.B. Mortierella). Die freien Fettsauren werden vorteilhaft durch 
Verseifung hergestellt. 
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Je nach Anwendungszweck sind 6le mtt gesatb'gten oder ungesattigten Fettsauren 
bevorzugt, so sind z.B. in der humanen Emahrung Lipide mit ungesattigten Fettsauren 
speziell mehrfach ungesattigten Fettsauren bevorzugt, da sie einen posrtiven Einfluss 
auf den Cholesterinspieget im Blut und damit auf die Mdglichkeit einer Herzerkrankung 
5 haben. Sie finden in verschtedenen diatischen Let>ensmitteln oder Medikamenten 
Anwendung. 

Aufgrund ihrer positiven Eigenschaften hat es in der Vergangenheit nicht an Ansatzen 
gefehit. Gene, die an der Synthese von Fettsauren bzw. Triglyceriden beteiligt sind, f Or 
die Herstellung von Olen in verschiedenen Organismen mit gedndertem Gehaft an 

10 ungesattigten Fett^uren verfugbar zu machen. So wird in WO 91/13972 und seinem 
US-Aquivalent eine A-9-Desaturase beschrieben. In WO 93/1 1245 wird eine delta - 
15-Desaturase in WO 94/1 1516 wird eine A-12-Desaturase beansprucht. Weitere 
Desaturasen werden beispielsweise in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582, 
WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey et al., J. Biol. Chem., 265, 

15 1990: 20144-20149, Wada et ah, Nature 347, 1990: 200-203 oder Huang et al.. Lipids 
34, 1999: 649-659 beschrieben. Die biochemische Charakterisierung der verschiede* 
nen Desaturasen ist jedocli bisiier nur unzureichend erfolgt, da die Enzyme als 
membrangebundene Proteine nur sehr schwer zu isdieren und charakterisieren sind 
(McKeon et al., ly/lethods in EnzymoL 71, 1981: 12141-12147, Wang et al., Plant 

20 Physiol. Biochem., 26, 1988: 777-792). In der Regel erfolgt die Charakterisierung 
membrangebundener Desaturasen durch EInbringung in einen geeigneten Organis- 
mus, der anschlieBend auf Enzymaktivit§t mittels Edukt- und Produktanalyse unter- 
sucht wirel. A -6-Desaturasen werden in WO 93/06712, US 5,614,393, US5614393, 
WO 96/21022, WO0021557 und WO 99/27111 beschrieben und auoh die Anwendung 

25 zur Produktion in transgenen Organismen beschrieben wie in W09846763 

W09846764, W09846765. Dabei wird auch die Expression verschiedener Desatura- 
sen wie in W09964616 Oder W09846776 und Bildung polyungesattigter Fettsauren 
beschrieben und beansprucht 

FOr die Synthese von Docosahe)^ensaure (DHA) werden verschiedene Synthesewege 
30 diskutiert (Rg. 1). So erfolgt die Produktion von DHA in marinen Bakterien wie Vibrio 
sp. Oder Shewanella sp. nach dem Polyketid-Weg (Yu, R. et al. Lipids 35:1061-1064, 
2000; Takeyama, H. et al. Microbiology 143:2725-2731, 1197)). 

Ein alternative Strategie veriauft uber die wechselnde /Vktivitat von Desaturasen und 
Elongasen (Zank, T.K. et al. Plant Journal 31:255-268, 2002; Sakuradani, E, et al. 

35 Gene 238:445-453, 1999). Der letzte Schritt stellt dabei das Einfugen der Doppel- 
bindung in Position C4-C5 durch eine A4-Desaturase dar. In diesem Zusammenhang 
wurde von Sprecher et al. (Voss, A. et al. Journal of Biological Chemistry 266:19995- 
20000, 1991) demonstriert, dass DHA auch unabhangig einer A-4-Desaturase in 
Rattenlebem synthetisiert werden kann. Fur die Herstellung in Pflanzen und Mikro- 

40 organismen ist der sogenannte Sprecher-Syntheseweg (siehe Figur 1) allerdings nicht 
geeignet, da die Regulationsmechanismen, die der a-Oxidation zugrunde liegen, nicht 
bekannt sind. 
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Verschiedene A4-Desaturasen sind beretts in WQ200226946 und WO20Q2090493 
beschrieben. 

Bzgl. der Effektivitat der Expression von Desaturasen und ihrem Einfluss auf die 
Bildung polyungesattigter Fettsauren ist anzumerlcen, dass durch Expression der 
5 entsprechenden Desaturase v\ne bisher beschrieben (siehe oben) iediglich geringe 
Geiialte an defta-4 ungesattigten Fettsauren/Upiden en-eicht warden. Des weiteren 
ist fur die obengenannten Enzyme keine Spezifitat fur die emahrungspliysiologiscli 
wiciitige sn-2 Position in Glycerolipiden beschrieben (Hunter, JE» Lipids 36(7):655-668. 
2001). 

10 Nach wie vor besteht daher ein groBer Bedarf an neuen und besser geeigneten 
Genen, die fOr Enzyme kodieren, die an der Biosynthese unge^ttigter Fettsauren 
beteiligt sind und es ermdglichen, t>estimmte Fettsauren spezifisch in einem.techni- 
schen MaBstab herzustellen, ohne dass unenwunschte Nebenprodukte entstehen. Bel 
der Auswahl von Biosynthesegenen sind vor allem zwei Merkmale besonders wichtig. 

15 Zurri einen besteht nach wie vor ein Bedarf an verbesserten Verfahren zur Gewinnung 
mogllchst hoher Gehalte an polyungesSttiglen Fettsauren. Zum anderen sollten die 
eingesetzten Enzyme hoch spezifisch fur ein bestimmtes Substrat sein, da mSgiichst 
keine ungewunschten Nebenprodukte entstehen durfen, die mogllcherweise negative 
Oder bisher nicht erforschte physlologische Effekte In der Nahrungsmittelanwendung 

20 haben. 

Urn eine Anreicherung der Nahaing und des Futters mit diesen spezifisch hergestell- 
ten, mehrfach ungesattigten Fettsauren zu emnoglichen, besteht daher ein groBer 
Bedarf an einem einfachen, kostengunstigen Verfeihren zur i^erstellung dieser mehr- 
fach ungesattigten Fetteduren mit Hilfe von mogiichst spesdf ischen Enzymen, die an 
25 der Fettsaurebiosynthese beteiligt sind. 

Es bestand daher die Aufgabe fOr die Hersteilung von mehrfach ungesattigten Fett- 
sauren in eInem Organismus vorteilhaft in einem eukaryontischen Organismus 
bevorzugt in einer Pflanze neue Nukleinsauren zu isolieren, die mogiichst spezifisch an 
der Synthese dieser mehrfach ungesattigten Fettsauren beteiligt sind. Diese Aufgabe 
30 wurde^ durch die erfindungsgemaBen isolierten Nukieinsauresequenzen geldst, die fur 
Polypeptide mit A-4-Desaturaseaktivitat codieren, ausgewahit aus der Gruppe: 

a) eIner Nukleinsauresequenz mit der In SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz, 

b) Nukieinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der In SEQ ID NO: 1 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten 

35 lessen, oder 

c) Derivate der In SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur 
Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenzen - 
codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit 
SEQ ID NO: 2 aufweisen und eine A-4-Desaturaseaktivltat aufweisen. 
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Oberraschenderwefse wurde gefunden, dass eine M-Desaturasen aus Euglena 
gracilis besonders spezifisch fur die Umsetzung von Docopentaensaure (DPA) zu 
Docohexaensaure (DHA) 1st, wenn sle In einem heterologen System exprimfert 
warden. Damit kann Docx>sahexaensaure In Pflanzen Oder Microorganismen her- 

5 gestellt werden, wobel die Spezlfltat des gefundenen Enzyms das Entstehen von 
unenvunschten Nebenprodukten stark reduzierL Dabel wird die Doppelbindung an 
Position C4-C5 der Fettsaure nur eingef Qgt, wenn in Position C7-C8 bereits eine 
Doppelbindung vorhanden isL Das gefundene Enzym kann damrt nicht nur zur 
Synthese von DHA aus DPA, sondem auch zur Synthese von speziellen Fettsauren, 

1 0 die in der Natur nur begrenzt bis gar nicht vorkommen, venfvendet werden. Beispiele 
solcher Fettsauren sind 16:2 M, A7 Oder 16:3 M, A7. A10, A13.. 

Dies unterscheidet vorteilhaft die gefundene A4-Desaturase neben der erhdhten 
Spezifitat und Aktivitat den Enzymen des Standes der Technik. 

Da bisher beschriebene A4-Desaturasegene nur eine geringe Aktivitat und Spezifitat 
15 besitzen, bestand daher fur die Erfindung weiterhin die Aufgabe spezifische Desatura- 
se-Enzym fur die Synthese mehrfach ungesattigter langkettiger Fettsauren In den 
Samen von Olsaaten einzubringen und die Produktion von unenAfunschten Nebenpro- 
dukten zu vermeiden. Diese Aufgabe wurde durch die Kionierung der oben offenbarten 
Nukleinsaure geldst. 

20 Die gefundene A-4-Desaturase unterscheidet sich von den berefts beschriebenen A4- 
Desaturasen durch wesentlich unterschledliche Nukleotid- und Aminosauresequenz. 
Die Euglena-Sequenz zeigt zu der Thraustochytrium^Sequenz (VVO200226946) nur 
35 % Ahnlichkeit auf Aminosaure-Ebene.. In Rg. 2 ist ein Sequenzvergleich der 
gefundenen Euglena-Sequenz mit der Sequenz aus Thraustochytrium, In Fig. 3 Ist 

25 das GAP-Aiignment gezelgt. 

Der Begr'iff ""A-A-Desaturase" Im Sinne der Erfindung umfasst Proteine, die an der 
Desaturlerung von Fettsduren vorteilhaft von Fettsauren, die an Position 7 der Fett- 
saurekette eine Doppelbindung haben, teilnehmen, sowie ihre Homologen, Derivaten 
Oder Analoga. 

30 Bel einer weiteren AusfOhrungsform kodieren Derivate des erflndungsgema3en 

Nukleinsauremolekuls wieder gegeben in SEQ ID NO: 1 Proteine mit mindestens 40 %, 
vorteilhaft etwa 50 bis 60 %, vorzugsweise mindestens etwa 60 bis 70 % und starker 
bevorzugt mindestens etwa 70 bis 80 %, 80 bis 90 %, 90 bis 95 % und am starksten 
bevorzugt mindestens etwa 96 %, 97 %, 98 %, 99 % Oder mehr Homologle (= Identltat) 

35 zur vollstandigen Aminosauresequenz der SEQ ID NO: 2. Die Homologle wurde uber 
den gesamten Aminosaure- bzw. Nukleinsauresequenzbereich berechnet Fur die 
Sequenzvergleiche wurde das Programm PileUp vennrendet (J- Mol. Evolution., 25, 
351-360, 1987, Higgins et al., CABIOS, 5 1989: 151-153) Oder die Programme Gap 
und BestFit [Needleman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970) und Smith and 

40 Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)], die im GCG Software-Packet [Gene- 
tics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)1 
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enthaiten sind. Die oben in Prozent angegebenen Sequenzhomologiewerte wurden mit 
dem Programm BestFit Qber den gesamten Sequenzbereich mit fblgenden Elnstellun- 
gen ermittett: Gap Weigiit: 8, Length Weight 2. 

Die Erfindung umfasst zudem Nuldeinsduremolelcule, die sich von einer der in 
5 SEQ ID NO: 1 gezeigten Nuldeotldsequenzen (und Teilen davon) aufgmnd des 

degenerierten genetischen Codes unterscheiden und somit die gleiche A-4-Desaturase 
kodieren wie diejenige, die von der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Nukleotidsequenz 
Icodiert wird. 

Zusatzlich zu der in SEQ ID NO: 1 gezeigten A-4-Desaturase-Nul<leotidsequenz 
10 erl<ennt der Fachmann, dass DNA-Sequenzpolymorphismen, die zu Anderungen in 
den Aminosauresequenzen der A-4-Desaturase fQhren, innerhalb einer Population 
existieren konnen. Diese genetischen Polymorphismen im A-4-Desaturase-Gen 
konnen zwischen Individuen innerhalb einer Population aufgrund von naturlicher 
Variation existieren. Diese naturlichen Varianten bewirken ublichenA^eise eine Varianz 
15 von 1 bis 5 % in der Nukleotidsequenz des A-4-Desaturase-Gens. Samtliche und alie 
dieser Nukleotidvariationen und daraus resuitierende Aminosaurepolymorphismen in 
der A-4-Desaturase, die das Ergebnis naturlicher Variation sind und die f unktionelle 
Aktivitat der A-4-Desaturase nicht verandem, sollen im Umfang der Erfindung enthaiten 
sein. 

20 Unter mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFAS) sind im folgenden doppelt Oder 
mehrfach ungesattigte Fettsauren, die Doppeibindungen aufweisen, zu verstehen. Die 
Doppelbindungen konnen konjugiert Oder nicht konjugiert sein. 

Das erfindungsgemaBe Enzym A-4-Desaturase fuhrt vorteilhaft in Fettsaurereste von 
Glycerolipiden eine cfe-Doppelbindung in Position C4-C5 ein (slehe SEQ ID NO: 1 und 
25 NO: 2). Das Enzym hat auBerdem eine A-4-Desaturase-Aktivitat, die vorteilhaft in 
Fettsaurereste von Glycerolipiden ausschlieBlich eine c/s-Doppelbindung in Position 
Ca-Cs einfOhrt. Diese Aktivitat hat auch das Enzym mit der in SEQ ID NO: 1 und NO: 2 
genannten Sequenz, Bel den in SEQ ID NO: 1 und NO: 2 dargestellten Sequenzen 
handelt es sich um eine monofunktionelle A-4-Desaturase. 

30 Die erfindungsgemSBe Nukleinsauresequenz (Oder Fragmente davon kdnnen vorteil- 
haft zur Isolierung weiterer genomischer Sequenzen Qber Homologiescreening 
verwendet werden. 

Die genannten Derivate lassen sich beispielsweise aus anderen Organismen eukary- 
ontischen Organismen wie Pfianzen wie speziell Moosen, Dinoflagellaten Oder Pilze 
35 isolieren. 

Allelvarianten umfassen insbesondere funktionelle Varianten, die durch Deletion, 
Insertion Oder Substitution von Nukleotiden aus der in SEQ ID NO: 1 dargestellten 
Sequenz erhaltlich sind, wobei die enzymatische Aktivitat der abgeleiteten synthetisler- 
ten Proteine erhalten bleibt 
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Solche DNA-Sequenzen lassen sich ausgehend von den in SEQ ID NO: 1 beschriebe* 
nen DNA-Sequenz Oder Teilen dieser Sequenzen, beispieisweise mit Qblichen 
Hybridisierungsverfahren oder der PCR-Technik aus anderen Eukaryonten wie 
beispieisweise den oben genannt isolieren. Diese DNA-Sequenzen liybridisieren unter 
5 Standardbedingungen mit den genannten Sequenzen. Zur Hybridvisierung werden 
vorteiihaft kurze Oligonukleotide beispieisweise der i<bnservierten Bereiche, die Qber 
Vergleiche mit anderen Desaturasegenen in dem Faclimann bekannter Weise emiittelt 
werden konnenj verwendet. Vorteiihaft werden die Histidin--Box--Sequenzen venA^en- 
det Es konnen aber auch langere Fragmente der erfindungsgemaBen Nukieinsauren 

1 0 Oder die vollstandlgen Sequenzen fur die Hybrfdisieaing venAfendet werden. Je nach 
der venA/endeten Nukleinsaure: Oiigonukieotid, langeres Fragment oder vollstandige 
Sequenz oder je nachdem welche Nukleinsaureart DNA oder RNA fur die Hybridisie- 
rung venA^endet werden, variieren diese Standardbedingungen. So liegen beispieiswei- 
se die Schmelztemperaturen fur DIN1A:DNA*-Hybride ca. lO^'C niedriger als die von 

15 DNAzRNAr-Hybriden gleicher LSnge. 

Unter Standardbedingungen sind beispieisweise je nach Nukleinsaure Temperaturen 
zwischen 42 und SS^'C in einer ^mssrigen Pufferlosung mit einer Konzentration 
zwischen OJ bis 5 x SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCI, 15 mM Natriumcitrat pH 7,2) oder 
zusatzlich in Gegenwart von 50 % Fonmamid wie beispieisweise 42**C in 5 x SSC, 

20 50 % Formamid zu verstehen. VorteilhaftenAfelse liegen die Hybridisierungsbedingun- 
gen fur DNAiDNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen etwa 20'*C bis 
AS^'C, bevorzugt zwischen etwa SO^'C bis 45''C. FQr DNA:RNA-Hybride liegen die 
Hybridisierungsbedingungen vorteiihaft bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 30''C bis 55*'C, bevorzugt zwischen etwa 45''C bis 55°C. Diese angegebenen 

25 Temperaturen fur die Hybridtsierung sind beispielhaft kalkulierte Schmelztemperatur- 
werte fur eine Nukleinsaure mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + 
G-Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimentelleh Bedingiingen 
fur die DNA-Hybridisierung sind In einschlagigen Lehrbuchem der Genetik vwe 
beispieisweise Sambrook et al., ^Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 

30 1989, beschrieben und lassen sich nach dem Fachmann bekannten Fonmein bei- 
spieisweise abhangig von der Lange der Nukieinsauren, der Art der Hybride Oder dem 
G + C-Gehalt berechnen. Weitere Infonmationen zur Hybridisierung kann der Fach- 
mann folgenden Lehrbuchem entnehmen: Ausubel et al. (eds), 1985, Current Protocols 
in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York; Hemes and Higgins (eds), 1985, 

35 Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University 
Press, Oxford; Brown (ed), 1991, Essential Molecular Biology: A Practical Approach, 
IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

Weiterhin sind unter Derivaten Homologe der Sequenz SEQ ID NO: 1 beispieisweise 
eukaryontlsche Homologe, verkurzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA der codierenden 
40 und nichtcodierenden DNA-Sequenz oder RNA der codierenden und nichtcodierenden 
DNA-Sequenz zu verstehen. 
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AuBerdem sind unter Homologen der Sequenz SEQ ID NO: 1 Derivate v^e beispiels- 
weise Promotorvarianten zu verstehen. Diese Varianten konnen durch ein Oder 
mehrere Nukleotldaustausche, durch Insertion(en) und/oder Deletion(en) verandert 
sein, ohne dass aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrach- 
5 tigt sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer Sequenz in 
Ihrer Wirksamkeit erhoht oder komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder 
Organismen ausgetauscht warden. 

Unter Derivaten sind auch vorteilhaft Varianten zu verstehen, deren Nukteotidsequenz 
im Bereich -1 bis -2000 vor dem Startkodon so verandert wurden, dass die Gen- 
10 expression und/oder die Proteinexpresslon verandert, bevorzugt erhoht wird. Weiterhin 
sind unter Derivaten auch Varianten zu verstehen, die am 3 -Ende verandert wurden. 

Unter Derivaten sind auch die Antisense-DNAs zu verstehen, die zur Hemmung der 
Proteinbiosynthese der erfindungsgemaBen Proteine verwendet werden kdnnen. Diese 
Antisense-DNAs gehdren zu den erfindungsgemaBen nichtfunkQonellen Derivaten, wie 

15 Derivate, die keine enzymatische Aktivitat aufweisen. Weltere dem Fachmann bekann- 
te Methoden der Herstellung von nichtfunktionellen Derivaten sind die sogenannte 
Cosuppression, die Verwendung von Ribozymen und Introns. Ribozyme sind katalyti- 
sche RNA-I^olekule mit Ribonukleaseaktivitat, die Einzelstrang Nukleinsauren wie 
mRNA, zu denen sie eine Komplementaritat aufweisen, schneiden konnen. Dadurch 

20 kdnnen mit Hilfe dieser Ribozyme (Haselhoff and Geriach, Nature, 334, 1988: 585- 
591) mRNAr-Transkripte katalytisch gespaiten werden und so die Translation dieser 
mRNA unterdruckt werden. Derartige Ribozyme kdnnen speziell auf ihre Aufgaben hin 
zugeschnitten werden (US 4,987,071; US 5,116,742 und Bartel et al., Science 261, 
1993: 1411-1418). M\t Hilfe der Antisense-DNA kdnnen dadurch Fettsauren, Lipide 

25 Oder Ole mit einem erhdhten Anteil an gesdttigten Fettsauren hergestellt werden. 

Die erfindungsgemaBe Nukielnsauresequenz, die fur eine A-4-Desaturase kodiert, 
kdnnen synthetisch hergestellt Oder natOrtich gewonnen sein Oder eine Mischung aus 
synthetischen und natOriichen DNA-Best&ndteilen enthalten, sowie aus verschiedenen 
heterologen A-4-Desaturase-Genabschnitten verschiedener Organismen bestehen. Im 

30 allgemeinen werden synthetische Nukleotid-Sequenzen mit Codons erzeugt, die von 
den entsprechenden Wirtsorganismen beispielsweise RIanzen bevorzugt werden. Dies 
fQhrt in der Regel zu einer optimalen Expression der heterologen Gene. Diese von 
Pfianzen bevorzugten Codons kdnnen aus Codons mit der hdchsten Proteinhaufigkeit 
bestimmt werden, die in den meisten interessanten RIanzenspezies exprimiert werden. 

35 Ein Beispiel fur Corynebacterium glutamicum ist gegeben in: Wada et al. (1 992) 
Nucleic Acids Res. 20:21 1 1 -21 1 8). Die Durchf uhrung solcher Experimente sind mit 
Hilfe von Standardmethoden durchfQhrbar und sind dem Fachmann auf dem Gebiet 
bekannt 

Funktionell Squivalente Sequenzen, die fOr das A-4-Desaturase*Gen kodieren, sind 
40 solche Derivate der erfindungsgemaBen Sequenz, welche trotz abweichender Nukleo- 
tidsequenz noch die gewunschten Funktionen, das heiBt die en:^matische Aktivitat 
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und speziffsche Selektivitat der Proteine besftzen. FunkHoneile Aquivalente umfassen 
somit naturlich vorkommende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie 
kunstiiche, z.B. durch chemische Synthase erhaftene, an den Codon-Gebrauch einer 
RIanze angepasste, kunstiiche Nukleotid-Sequenzen. 

5 AuBerdem sfnd arttfizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, wie oben beschrie- 
ben, die gewunschte Eigenschaft beispielsweise der Erhohung des Gehaltes von A-4- 
Doppelbindungen in Fettsauren, Olen Oder Upiden in der Pflanze durch Oberexpressi- 
on des A-4-Desaturase-Gens In Kulturpf ianzen vermitteln. Solche artifiziellen DNA- 
Sequenzen kdnnen beispielsweise durch ROckQbersetzung mrtteis Molecular Modelling 

10 konstruierter Proteine, A-4-Desaturase-Aktivltat aufweisen Oder durch in vitro-Selekllon 
ermittelt werden. M5gliche Technlken zur In vitro-Evolution von DNA zur Veranderung 
bzw. Verbesseaing der DNA-Sequenzen sind beschrieben bei Patten, P.A. et al., 
Cunrent Opinion in Biotechnology 8, 724-733( 1997) Oder bei Moore, J.C. et al., Journal 
of Molecular Biology 272, 336-347 (1997). Besonders geeignet sind codierende DNA- 

15 Sequenzen, die durch Ruckubersetzung einer Polypeptidsequenz gemaB der fur die 
Wirtspflanze spezrfischen Kodon-Nutzung erhalten werden. Die spezifische Kodon - 
Nutzung kann ein mit pflanzengenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch 
Gomputerauswertungen anderer, bekannter Gene der zu transformierenden Pflanze 
leicht ermitteln. 

20 Als weitere geeignete aquivalente Nukleinsaure-Sequenzen sind zu nennen Sequen- 
zen, welche fQr Fusionsproteine kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins ein 
A-4-Desaturase-Pofypeptid Oder ein funktionefl aquivalenter Teil davon ist. Der zweite 
Teil des Fusionsproteins kann z.B. ein weiteres Polypeptid mit enzymatischer Akdvitat 
sein Oder eine antigene Polypeptidsequenz mit deren Hilfe ein Nachweis auf A-4- 

25 Desaturase-Expression mdglich ist (z.B. myc-tetg Oder his-tag). Bevorzugt handelt es 
sich dabel jedoch um eine regulative Proteinsequenz, wie z.B. ein Signalsequenz fur 
das ER, das das A-4-Desaturase-Protein an den gewunschten Wirkort leitet. 

Vorteilhaft stammen die erfindungsgemaBen isolierten NukleinsSuresequenzen aus 
einer RIanze wie einer monokotylen Oder dikotylen Pflanze. Bevorzugt stammen die 

30 Nuklelnsauresequenzen aus der Kiasse der Eugienophyceae wie den Ordnungen 
Eutreptiales, Euglenales, Rhabdomonadales, Sphenomonadales, Heteronematales 
Oder Euglenamorphales besonders vorteilhaft stammen die Sequenzen aus der 
Gattung und Art Euglena gracilis, Astasia longa, Khawkinea quartana, Phacus 
smulkowskianus, Lepocinclls ovum, Lepocinclis ovata, Eutreptia viridis, Distigma 

35 proteus, Distigma curvatum, Rhabdomonas Intermedia, Rhabdomonas gibba, Rhab- 
domonas spiralis, Gyropaigne lefevrei, Rhabdomonas incurve, Peranema trichophorum 
Oder Peteiiomonas cantuscygni, ganz besonders vorteilhaft stammen sie aus Euglena 
gracilis. 

Vorteilhaft kdnnen die A-4-Desaturase-Gene im erfindungsgemaBen Verfahren mit 
40 weiteren Genen der Fettsaurebiosynthese kombiniert werden. Beispiele fQr derartige 
Gene sind die Acyltransferasen, weitere Desaturasen Oder Elongasen. FQr die in vivo 
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und speziell in vitro Synthese ist die Kombination mit z.B. IMADH-Cytochrom B5 
Reduldasen vorteilhaft, die Redulctionsaquivatente aufnelimen Oder abgeben kdnnen. 

Unter den erfindungsgemaBen Aminosauresequenzen sind Proteine zu verstelien, die 
eine in der Sequenz SEQ ID NO: 2 dargesteilten Aminosduresequenz Oder eine daraus 
5 durch Substitution, Inversion, Insertion Oder Deletion von einem oder mehreren 

Aminosaureresten erhaltliche Sequenz enthalten, wobei die enzymatische Akdvitaten 
des in SEQ ID NO: 2 dargesteilten Proteins erhalten bleibt bzw. nicht wesentlich 
reduziert wird. Unter nicht wesentlich reduziert sind alle Enzyme zu verstehen, die 
noch mindestens 10 %, bevorzugt 20 %, besonders bevorzugt 30 % der enzymatr- 

10 schen Aktivitat des Ausgangsenzyms aufweisen. Dabei kdnnen beispielsweise 

bestimmte Aminosauren durch solche mit ahnlichen physikochemischen Bgenschaften 
(Raumerfuliung, Basizitat, Hydrophobizitat etc.) ersetzt werden. Beispielsweise werden 
Argininreste gegen Lysinreste, Valinreste gegen Isoleucinreste Oder Asparagins&ure- 
reste gegen Glutaminsaurereste ausgetauscht. Es konnen aber auch ein oder mehrere 

15 Aminosauren in ihrer Reihenfolge vertauscht, hinzugefugt oder entfemt werden, oder 
es kdnnen mehrere dieser MaBnahmen mrteinander kombiniert werden. 

Unter Derivaten sind auch funktioneiie Aqulvalente zu verstehen, die insbesondere 
auch natuhiche oder kunstliche Mutationen einer ursprunglich isolierten fur 
Desaturase codierende Sequenz beinhaiten, welche weiterhin die gewunschte 

20 Funktlon, das heiBt deren enzymatische Aktivitat und SubstratselekHvltat nicht 
wesentlich reduziert ist, zeigen. Mutationen umfassen Substitutionen, Additionen, 
Delettonen, Vertauschungen oder insertionen eines oder mehrerer Nukleotidreste. 
Somit werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die vorliegende 
Erfindung mit umfasst, welche man durch Modifikation der A-4-Desaturase Nukleotid- 

25 sequenz erhdit. Ziel einer solchen Modifikation kann z.B. die weitere Eingrenzung der 
darin enthaltenen codierenden Sequenz oder z.B. auch die EinfOgung weiterer 
Restriktionsenzym*Schnittstellen sein. 

Funktioneiie Aquivalente sind auch solche Varianten, deren Funktion, verglichen mit 
dem Ausgangsgen bzw. Genf ragment, abgeschwacht (= nicht wesentlich reduziert) 
30 Oder verstarkt ist (= Enzymaktivitat starker als die Aktivitat des Ausgangsenzym, das 
heiBt Aktivitat ist hdher als 100 %, bevorzugt hdher als 110 %, besonders bevorzugt 
h5herals130%). 

Die Nukleinsauresequenz kann dabei vorteilhaft beispielsweise eine DNA- oder cDNA- 
Sequenz sein. Zur Insertion in eine erfindungsgemaBeri Expressionskassette geeigne- 

35 te codierende Sequenzen sind beispielsweise solche, die fOr eine A-4-Desaturase mit 
den oben beschriebenen Sequenzen kodieren und die dem Wirt die Fahigkeit zur - 
Oberproduktion von Fettsauren, Olen oder Lipiden mit Doppelbindungen in A-4- 
Position verleihen, besonders wenn dabei co 3 Fettsauren mit mindestens vier Doppel- 
bindungen hergestellt werden. Diese Sequenzen kdnnen homologen oder heterologen 

40 Ursprungs sein. 
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Unter der erfindungsgemaBen Expressionskassette (= Nukleinsaurekonstrukt Oder - 
fragment) sind die in SEQ ID NO: 1 genannte Sequenz, die sich als Ergebnis 
des genetischen Codes und/oder deren funktionellen Oder nicht funktionellen Derivate 
zu verstehen, die mit einem oder mehreren Regulationssignalen vorteilhaftenAfeise zur 
5 Erhoiiung der Genexpression funktionell verknQpfl wurden und weiche die Expression 
der codierenden Sequenz in der Wirtszelle steuem. Diese regulatorischen Sequenzen 
sollen die gezielte Expression der Gene und der Proteinexpression ermdglichen. Dies 
kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass das Gen erst nach 
IndukHon exprimiert und/oder uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert 

10 und/oder Qberexprimiert wird. Beispielsweise handelt es sich bei diesen regulatori- 
schen Sequenzen um Sequenzen an die Induktoren oder Repressoren binden und so 
die Expression der Nukleinsaure regulieren. Zusatziich zu diesen neuen Regulations- 
sequenzen oder anstelie dieser Sequenzen kann die naturliche Regulation dieser 
Sequertzen vor den eigentiichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenen- 

15 falls genetisch verandert worden sein, so dass die natOriiche Regulation ausgeschaltet 
und die Expression der Gene erhdht wurde. Das Genkonstrukt kann aber auch 
einfacher aufgebaut sein, das heiBt es wurden keine zusatzlichen Regulationssignale 
vor die Nukleinsauresequenz oder dessen Derivate inseriert und der naturiiche 
Promotor mit seiner Regulation wurde nicht entfemt. Stattdessen wurde die naturiiche 

20 Regulationssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und/oder die 
Genexpression gesteigert wird. Diese veranderten Promotoren konnen in Form von 
Teilsequenzen (= Promotor mit Teilen der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequen- 
zen) auch allein vor das naturiiche Gen zur Steigerung der AkUvitat gebracht werden. 
Das Genkonstrukt kann auBerdem vorteilhafterweise auch eine oder mehrere soge- 

25 nannte ^enhancer Sequenzen" funktionell verknQpfl mit dem Promotor enthalten, die 
eine erhohte Expression der Nukleinsauresequenz ermdglichen, Auch am 3'-Ende der 
DNA^Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden wie 
weitere regulatorische Elemente oder Tennlnatoren. Das A-4-Desaturase-Gen kann in 
einer oder mehreren Kopien in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten 

30 sein. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie oben beschrieben 
vorzugsweise die Genexpression der eingefuhrten Gene positiv beeinflussen und 
dadurch erhohen. So kann eine Verstari<ung der regulatorischen Elemente vorteilhaft- 
erweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie 
35 Promotoren und/oder ''Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine 
Verstarioing der Translation moglich, indem beispielsweise die StabilitSit der mRNA 
verbessert wird. 

Als Promotoren in der Expressionskassette sind grundsatzlich alle Promotoren 
geeignet, die die Expression von Fremdgenen in Organismen vorteilhaft in RIanzen 
40 Oder Pilzen steuem konnen. Vorzugsweise verwendet man insbesondere ein pflanzli- 
che Promotoren oder Promotoren, die aus einem Pflanzenvirus entstammen. Vorteil- 
hafte Regulationssequenzen fur das eriindungsgemaBe Veriahren sind beispielsweise 
in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, lacl'»" T7-, T5-, T3-, 
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gal-, trc-, ara-,-SP6-, A-Pr- Oder Im A-Pt-Promotor enthalten, die vorteilhafterweise in 
gram-negativen Bakteiien Anwendung finden. Weitere vorteilhafte Regulationssequen- 
zen sind beispielsweise in den gram-posftrven Promotoren amy und SP02, in den 
Hefe- Oder Pilzpromotoren ADC1, MFa. AC. P-60, CYC1. GAPDH. TEF, rp28, ADH 
5 Oder in den Pflanzenpromotoren wie CaMV/35S [Francic et al., Cell 21 (1 980) 285-294], 
SSU, CCS, Ilb4, STLS1, B33, nos (= Nopalin Synthase Promotor) oder im Ublquitin- 
Promotor enthalten. Die Expressionskassetle kann auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor enthalten, dunrfi den die Expression des exogenen A-4-Desaturase-Gens in 
den Organlsmen vorteilhaft In den Pflanzen zu einem bestimmten Zeltpunkt gesteuert 

10 warden kann. Derartige vorteilhafte Pflanzenpromotoren sind beispielsweise der 

PRPI-Promotor [Ward et al., PlantMoL Biol.22(1993), 361-366], ein durch Benzensul- 
fonamid-induzierbarer (EP 388186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al., 
(1992) Plant J. 2,397-404), ein durch Salizylsaure induzierbarer Promotor 
(WO 95/19443), ein durch Abscisinsaure-induzlerbarer (EP335528) bzw. ein durch 

1 5 Ethanoi- Oder Cyciohexanon-induzierbarer (W093/21 334) Promotor. Weitere Pflan- 
zenpromotoren sind beispielsweise der Promotor der cytosolischen FBPase aus 
Kartoffel, der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989) 2445- 
245), der Promotor der Phosphoribosylpyrophosphat Amidotransferase aus Glycine 
max (siehe auch Genbank Accession Nummer U87999) Oder ein Nodien-spezif ischen 

20 Promotor wie in EP 249676 konnen vorteilhaft venwandt werden. Vorteilhaft sind 
Insbesonders solche pflanzliche Promotoren, die die Expression in Geweben oder 
PflanzenteiienZ-organen sicherstellen, in denen die Fettsaurebiosynthese bzw. dessen 
Vorstufen stattfindet we beispielsweise im Endospenm oder tm sich entwickelnden - 
Embryo, insbesondere zu nennen sind vorteilhafte Promotoren, die eine samenspezifi- 

25 sche Expression gewahrleisten wie beispielsweise der USP-Promotor oder Derivate 
davon, der LEB4-"Promotor, der Phaseolin-Promotor oder der Napln-Promotor. Der 
erfindungsgemaB aufgefuhrte und besonders vorteilhafte USP-Promotor oder dessen 
Derivate vermittein in der Samenentwicklung eine sehr frQh Genexpression (Baeumlein 
et al., Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67). Weitere vorteilhafte samenspezlfische 

30 Promotoren, die fur monokotyle und dikotyle Pflanzen verwendet werden konnen, sind 
die fur Dikotyle geeignete Promotoren wie ebenfalls beispielhaft ausgefuhrte Napin- 
gen-Promotor aus Raps (US5,608,152), der Oleosin-Promotor aus Arabidopsis 
(W098/45461), der Phaseolin-Promotor aus Phaseolus vulgaris (US5,504,200), der 
Bce4-Promotor aus Brassica (WO91/13980) oder der Leguminosen B4-Promotor 

35 (LeB4, Baeumlein et al., Plant J., 2, 2, 1992: 233 - 239) oder fur Monokotyle geeignete 
Promotoren wie die Promotoren die Promotoren des Ipt2- oder Iptl-Gens aus Gerste 
(W095/15389 und WO95/23230) Oder die Promotoren des Gersten Hordein-Gens, 
des Reis Glutelln-Gens, des Reis Oryzin-Gens, des Reis Prolamin-Gens, des Weizen 
Qliadin-Gens, des Weizen GIutelin-Gens, des Mais Zein-Gens, des Hafer Glutelin- 

40 Gens, des Sorghum Kasirin-Gens oder des Roggen Secalin-Gens, die in 
WO99/16890 beschrieben werden. 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die die Expression in 
Geweben oder Pfianzenteilen sicherstellen, in denen beispielsweise die Biosynthese 
von Fettsauren, dien und Lipiden bzw. deren Vorstufen stattfindet. Insbesondere zu 
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nennen sind Promotoren, die eine «unenspezlfische Expression gewahrteislen. Zu 
nennen sind der Promotor des Napin-Gens aus Raps (US 5,608,152), des USP- 
Promoter aus Vida faba (USP = unbekanntes Samenprotein, Baeumlein et al., Mol 
Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67), des Oleosln-Gens aus Arabidopsis (W098/45461), 
5 des Phaseolin-Promotors (US 5,504,200) Oder der Promotor des Legumin B4-Gens 
(LeB4; Baeumlein et al., 1992, Plant Journal, 2 (2): 233-9). Weiterhin sind zu nennen 
Promotoren, wie der des Ipt2 Oder Iptl-Gens aus Gerste (W095/15389 und 
WO95/23230), die in monokotyien Pfianzen samenspezifische Expression vermitteln. 

In der Expressionsteissette (= Genkonstrukt, Nuklernsaurekonstrukt) l^nnen we oben 

10 beschrieben noch weitere Gene, die in die Organismen eingebracht warden sollen, 

enthalten sein. Diese Gene konnen unter getrennter Regulation Oder unter der gleichen 
Reguiationsregion wie das A-4-DESATURASE-Gen liegen. Bei diesen Genen handelt 
es sich beispielsweise um weitere Biosynthesegene vorteilhaft der Fettsaurebio- 
synthese wie Biosyntliesegene des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels, die eine 

15 gesteigerte Synthese enmogllchen, ausgewahit aus der Gruppe Acyl-CoA- 

Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl earner protein}-Desaturase(n), Acyl-ACP- 
Thioesterase(n), Fetlsaure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysopliospholipid- 
Acyltransferase(n), Fetts3ure-Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl- 
Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Goenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), 

20 Fettsaure-Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen, Allenoxid- 

Synthasen, Hydroperoxid-Lyasen Oder Fettsaure-Elongase(n). Beispielsweise seien 
die Gene fOr die A-15-, A-12-, A-9-, A-6-, A-S-Desaturase, fM<etoacyl-Reductasen, 
p-Ketoacyl-Synthasen, Elongasen oder die verschiedenen Hydroxylasen und Acyl- 
ACP-Thioesterasen genannt. Vorteilhaft warden Desaturase- und Elongasegene im 

25 Nukleinsaurekonstrukt verwendet Besonders vorteilhaft warden Gene ausgewahit aus 
der Gruppe A-4-Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9- 
Desaturase-, A-12-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-6-Elongase- oder A-9-Elongase im 
Konstrukt venA^ndet. 

Prinzipiell kdnnen alle natQrIichen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen wie die 
30 oben genannten fOr die erfindungsgemaBe Expressionskassette und das erfindungs- 
gemase Verfahren, wie unten beschrieben, venwendet werden. Daruber hinaus kdnnen 
auch synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Bei der Praparation einer Expressionskassette kdnnen verschiedene DNA-Fragmente 
manipuliert werden, um eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBigenweise 
35 in der korrekten Richtung llest und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. 
Fur die Verbindung der DISIA-Fragmente (= erfindungsgemaBe NuklelnsSuren) 
mrteinander kdnnen an die Fragmente Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmaBigenweise konnen die Promotor- und die Terminator-Regionen in Transkrip- 
tionsrichtung mit einem Linker oder Polylinker, der eine oder mehrere RestrikHonsstel- 
40 len fur die Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel hat der 
Linker 1 bis 10, moistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allge- 



wo 2004/090123 



13 



PCT/EP2004/003628 



meinen hat der Linker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger 
als 100 bp, haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann 
sowohl natV bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog zum Wirtsorganismus 
beispielsweise zur Wirtspflanze sein. Die Expressionskassette beinhaltet in der 5-3'- 
5 Transkriptionsrichtung den Promotor, eine DNA-Sequenz, die fur ein A-4-Desaturase- 
Gen codiert und eine Region fQr die transkriptionaie Tenmlnation. Verschiedene 
Tenminationst)eretche sind gegeneinander beliebig austauschbar. 

Femer kdnnen Manipulationen, die passende Restriktionssohnittstellen bereitstellen 
Oder die QberflQssige DNA Oder Restriktionsschnittstellen entfemen, eingesetzt 
10 werden. Wo Insertionen, Deletionen oder Substitutionen wie zB. Transitionen und 
Transversionen in Frage kommen, konnen in vflro-Mutagenese, -primerrepair-, 
Restriktion oder Ugatton venA^endet werden. Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. 
Restriktlon, -chewing-back- oder AuffQIIen von Oberhdngen fur -bluntends-, kdnnen 
kompiementare Enden der Fragmente fur die Ligation zur Verfugung gestellt werden. 

15 Von Bedeutung fur eine vorteilhafte hohe Expression kann u.a. das Anhangen des 
speziflschen ER-Retentionssignals SEKDEL sein (Schouten, A. et al.. Plant Moi. Biol. 
30 (1996), 781-792), die durchschnittliche Expressionshohe wird damit verdrerfacht bis 
vervierfacht. Es kdnnen auch andere Retentionssignale, die natOrlichen^^eise bei im ER 
lokalisierten pftanzlichen und tierischen Protelnen vorkommen, fur den Aufbau der 

20 l^ssette eingesetzt werden. 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadenylierungssignale, 
vorzugsweise solche, die im wesentiichen T-DNA-Polyadenylierungssignale aus 
Agrobacterium tumefaciens, insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) 
des Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al., EMBO J.3 (1984), 835 ff) oder 
25 entsprechende funktionelle Aquivalente. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten 
Promotors mit einer geeigneten A-4-Desaturase-DNA-Sequenz sowie einem Polyade- 
nyllerungssignal nach gangigen Rekomblnations- und Kloniemngstechniken, wie sie 
beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A 
30 Laboratory MamaU Cold Spring Harbor L^aboratory, Cold Spring Harbor, NY (1 989) 
sowie in T.J. Silhavy, M.L Berman und LW. Enquist, Experiments witii Gene Fusions, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F,M. 
et al.. Current Protocols in l\/lolecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley- 
Interscience (1987) beschrieben werden. 

35 Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente 
manipuliert werden, um eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBigerweise 
in der korrekten RIchtung llest und die mit elnem korrekten Leseraster ausgestattet ist. 
FQr die Verbindung der DNA-Fragmente miteinander kdnnen an die Fragmente 
Adaptoren oder Unker angesetzt werden. 
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ZweckmSSigerweise konnen die Promotor- und die Terminator-Regionen in Transkrip- 
tionsrichtung mit einem Linker Oder Polyllnker, der eine oder mehrere Restriktionsstel- 
len fur die Insertion dieser Sequenz enttiait, versehen werden. In der Regel fiat der 
Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allge- 
5 meinen liat der Linker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger 
als 100 bp, haufig weniger ais 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann 
sowohl nativ bzw. iiomolog ais aucli f remdartig bzw. Iieterolog zur Wirtspflanze sein. 
Die Expressionskassette beinhaltet in der 5'-3'-Transkriptlonsriclitung den Promotor, 
eine DNA-Sequenz die fur ein A-4-Desaturase-Gen codiert und eine Region fur die 
1 0 transkriptionale Termination. Verschiedene Terminationsbereiche sind gegeneinander 
beliebig austausclil3ar. 

Bei der Praparation einer E)q>ressionskassette konnen verscfiiedene DNA-Fragmente 
manipuiiert werden, urn eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBigerweise 
in der korrekten Richtung liest und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. 
15 Fur die Verbtndung der DNA-Fragmente miteinander k6nnen an die Fragmente 
Adaptoren Oder Unker angesetzt werden. 

ZweckmaBigerweise konnen die Promotor- und die Tenninator-Regionen in Transkrip- 
tionsriclitung mit einem Unker oder Polylinker, der eine oder mehrere Restriktionsstel- 
len fur die Insertion dieser Sequenz enthalt, verselien werden. In der Regel hat der 

20 Unker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstelien. Im allge- 
mefnen hat der Unker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GrdBe von weniger 
als 100 bp, haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann 
sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze sein. 
Die Expressionskassette beinhaltet in der 5'-3'-Transkriptionsrichtung den Promotor, 

25 eine DNA-Sequenz die fOr ein A-4-Desaturase-Gen codiert und eine Region f Or die 
transkriptionale Termination. Verschiedene Terminationsbereiche sind gegeneinander 
beliebig austauschbar. 

Die DNA Sequenzen codierend fQr zwei A-4-Desaturasen aus Euglena gracilis 
beinhaltet alia Sequenzmerkmale, die notwendig sind, um eine dem Ort der Fettsaure-, 
30 Upid- Oder Olbiosynthese korrekte Lokalisation zu erreichen. Daher sind keine 

weiteren Targetingsequenzen per se notwendig. Ailerdings kann eine solche Lokalisa- 
tion wunschenswert und vorteilhaft sein und daher kunstllch verSndert oder verstarkt 
werden, so dass auch solche Fusionskonstrukte eine bevorzugte vorteilhafte AusfQh- 
rungsform der Erfindung sind. 

35 Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in Plastiden gewahrleisten. 
Unter bestimmten Umstanden kann auch ein Targeting in andere Kompartlmente 
(referiert: Kemnode, Crit. Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 285-423) z.B. in die Vakuole, 
in das Mitochondrium, in das Endoplasmatische Retikulum (ER), Peroxisomen, 
Upidkorper oder durch ein Fehlen entsprechender operativer Sequenzen ein Verbleib 

40 im Kompartiment des Entstehens, dem Zytosol, wunschenswert sein. 
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Voiteiihafterweise werden die eifindungsgemaBen NukleinsSuresequenzen zusammen 
mit mindestens einem Reportergen In eine Expressionskassette klonleit die in den 
Organismus uber einen Vektor Oder direkt in das Genom eingebracht wird. Dieses 
Reportergen sollte eine leichte Detektierbarkeit flber einen Waclistums-, Ruoreszenz-, 

5 Chemo-, Biolumineszenz- oder Resistenzassay Oder Qber eine photometrische 

Messung enndgiichen. Beispielliaft seien als Reportergene Antibiotika- oder Herbizid- 
resistenzgenre, Hydrolasegene, Ruoreszenzproteingene, Biolumineszenzgene, 
Zucker- oder Nukleotidstoffwechselgene oder Biosynthesegene wie das Ura3-Gen, 
das Ilv2-Gen, das Luciferasegen, das a-Galactosidasegen, das gfp-Gen, das 2- 

10 Desoxyg!ucose-6-phosphat-Phosphatasegen, das p-Glucuronidase-Gen, ^ 

Lactamasegen, das Neomycinphosphotransferasegen, das Hygromycinpliosphotrans- 
ferasegen oder das BASTA (= Gluphosinatresistenz)-Gen genannt. Diese Gene 
enndgiichen eine leichte Messbarkeit und Quantifizierbarkeit der Transcriptionsaktivitat 
und damit der Expression der Gene. Damit lassen sich Genomstellen identlfizieren, die 

15 eine unterschledliche Produkth^t zeigen. 

GemSB einer bevorzugten AusfQhrungsform umfasst eine Expressionskassette 
stromaufwarts, d.h. am 5'-Ende der codlerenden Sequenz, einen Promoter und 
stromabwdrts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenfalls 
weitere regulatorische Elemente, welche mit der dazwisohenliegenden codlerenden 

20 Sequenz fur die A-4-Desaturase und/oder A-4-Desaturase DNA Sequenz operativ 
verknupft sind. Unter einer operativen Verknupfung versteht man die sequenzielle 
Anordnung von Promoter, codierender Sequenz, Temnlnator und ggf. weiterer regulati- 
ver Eiemente derart, dass jedes der regulativen Eiemente seine Funktion bei der ' 
Expression der codlerenden Sequenz bestimmungsgemaB erfullen kann. Die zur 

25 operativen Verknupfung bevorzugten Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur 
Gewahrleistung der subzellularen Lokalisation in Plastiden. Aber auch Targeting- 
Sequenzen zur Gewahrleistung der subzellularen Lokalisation Im Mitochondrium, im 
Endoplasmatischen Retikulum (= ER), im Zellkem, in OIkorperchen oderanderen 
Kompartimenten sind bei Bedarf einsetzbar sowie Translationsverstarker wie die 5'- 

30 Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik-Vims (Galiie et ai., Nucl. Acids Res. 15 
(1987), 8693 -8711). 

Eine Expressionskassette kann beispielsweise einen konstitutiven Promotor (bevorzugt 
den USP- oder Napin-Promotor), das zu exprimlerende Gen und das ER- 
Retentlonssignal enthalten. Als ER-Retentionsslgnal wird bevorzugt die Aminosdure- 
35 sequenz KDEL (Lysin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Leucin) vennrendet. 

Die Expressionskassette wird zur Expression in einem prokaryontischen Oder eukary- 
ontischen Wirtsorganismus beispielsweise einem Mikroorganismus wie einem Pilz oder 
einer Rlanze vorteilhafterwelse in einen Vektor wie beispielsweise einem Plasmid, 
einem Phagen oder sonstiger DNA inseriert, der eine optimale Expression der Gene im 
40 Wirtsorganismus ermoglicht Geelgnete Plasmlde sind beispielsweise in E. coli 
pLG338, pAGYCT84, pBR-Serie wie z.B. pBR322, pUC-Serle wie pUC18 Oder 
pUC19, M113mp-Serie, pKGSO, pRep4, pHSI, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, 
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pUR290, pIN-llP^^-BI, Xgtll Oder pBdCI, In Streplomyces plJIOI, plJ364, plJ702 Oder 
pIJ361, In Bacillus pUBIIO, pC194 Oder pBD214, In Corynebacterium pSA77 Oder 
pAJ667, in Pilzen pALS1, pIL2 Oder pBB116, weitere vorteilhafte Pilzvektoren werden 
von Romanos, M.A, et al-, [(1992) "Foreign gene expression In yeast: a review", Veasf 
5 8: 423-488] und von van den Hondel, C.A.M JJ. et al. [(1991) ''Heterologous gene 
expression In filamentous fungi] sowie in More Gene Manipulations in Fungi [J.W. 
Bennet & LL Lasure, eds., p, 396-428: Academic Press: San Diego] und in "Gene 
transfer systems and vector development for filamentous f ungi„ [van den Hondel, 
C.A.M.J J. & Punt, P J. (1991) in: Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F. et 

10 al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge] beschrieben. Vorteilhafte 
Hefepromotoren sind belspielswelse 2ocM, pAG-1, YEp6, YEp13 oder pEMBLYe23. 
Beispiele fur Algen- oder Pflanzenpromotoren sind pLGV23, pGHIac% pBIN19, 
pAK2004, pVKH Oder pDH51 (siehe Schmidt, R. and Wlllmitzer, L, 1988). Die oben 
genannten Vektoren oder Derivate der vorstehend genannten Vektoren stellen eine 

15 kleine Auswahl der mdglichen Plasmide dar. Weitere Piasmide sind dem Fachmann 
woht bekannt und konnen k)elspielsweise aus dem Buch Cloning Vectors (Eds. 
Pouwels P.H. et al. Bsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985 , ISBN 0 444 904018) 
entnommen werden. Geeignete pflanzliche Vektoren werden unter anderem in 
"Methods In Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, S.71- 

20 119 beschrieben. Vorteilhafte Vektoren sind sog. shutde-Vektoren oder binare 
Vektoren, die in E. coll und Agrobacterium replizieren. 

Unter Vektoren sind auBer Piasmiden auch alle anderen dem Fachmann t)ekannten 
Vektoren wie beispielsweise Phagen, Viren wie SV40, CMV, Baculovirus, Adenovims, 
Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare 
25 DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus repliziert oder 
chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine chromosomale Replikation. 

In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann die erfindungsgemaBe 
Expressionskassette auch vortellhafterweise in Form einer linearen DNA in die 
Organismen eingefOhrt werden und Ober heterologe oder homologe Rekombination in 
30 das Genom des Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus einem 
Hnearisierten Plasmid oder nur aus der Expressionskassette als Vektor oder den 
erflndungsgemaBen Nuklelnsauresequenzen bestehen. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform kann die erfindungsgemaBe Nuklein- 
sauresequenz auch alleine In einen Organismus eingebracht werden. 

35 Sollen neben der erfindungsgemSBen NuMelnsauresequenz weitere Gene In den 
Organismus eingefuhrt werden, so konnen alle zusammen mit einem Reportergen In 
einem einzigen Vektor oder jedes einzelne Gen mit einem Reportergen in je einem 
Vektor In den Organismus eingebracht werden, wobei die verschiedenen Vektoren 
gleichzeltig oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

40 Der Vektor enthalt vorteilhaft mindestens eine Kopie der erflndungsgemaBen Nuklein- 
sauresequenzen und/oder der erflndungsgemaBen Expressionskassette. 
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Beispielhaft kann die pflanziiche Expressionskassette in den Transfomiationsvektor 
pRT ((a) Toepfer et ah, 1993, Methods EnzymoL, 217: 66-78; (b) Toepfer et al. 1987, 
NucL Acids. Res. 1 5: 5890 ff.) eingebaut werden. 

Altennativ kann ein rekombfnanter Vektor (= Expressionsvektor) auch in-vitro transkri- 
5 biert und transiatiert werden, z.B. durch Nutzung des T7 Promotors und der T7 RNA 
Polymerase. 

In Prokaryoten venA^endete Expressionsvektoren nutzen haufig induzlerbare Systeme 
mit und ohne Fusionsprotelnen bzw. Fusionsobligopeptiden, wobei dlese Fuslonen 
sowohl Kn-Tenninal als auch C-termlnal oder anderen nutzbaren Domanen eines 

10 Proteins erfolgen konnen. Soiche Fusionsvektoren dienen in der Regel dazu: i.) die 
Expressionsrate der RNA zu erhdhen 11.) die erzieibare Proteinsyntheserate zu 
erhohen, Hi.) die Loslichkeit des Proteins zu erhohen, iv.) Oder die Reinigung durch 
einen fur die Affinitatschromatographie nutzbare Bindesequenz zu vereinfachen, 
Haufig werden auch proteoiytische Spaltstellen uber Fusionsproteine eingef uhrt, was 

15 die Abspaltung eines Tails des Fusionsproteine auch der Reinigung emiogllcht. Soiche 
Erkennungssequenzen fur Proteasen erkennen sind z.B. Faktor Xa, Thrombin und 
Enteroktnase. 

Typische vorteiihafte Fusions- und Expressionsvektoren sind pGEX [Phamiacia 
Biotech Inc; Smith, D.B. and Johnson, K.S. (1988) Gene 67: 31-40], pMAL (New 
20 England Biolabs, Beverly, MA) and pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) welches 
Glutathion S-transferase beinhaltet (GST), Maltose Bindeprotein, oder Protein A. 

Weitere Belspiele fOr E. coll Expressionsvektoren sind pTrc [Amann et ah, (1988) Gene 
69:301-315] und pET Vektoren [Studier et al, Gene Expression Technology: Methods 
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; Stratagene, 
25 Amsterdam, Niederlande]. 

Weitere vorteiihafte Vektoren zur Venwendung in Hefe sind pYepSecl (Baldari, et al-, 
(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz, (1982) Ce// 30:933-943), 
pJRY88 (Schultzet al., (1987) Gene 54:1 13-123), and pYES-Derivate (Invitrogen 
Corporation, San Diego, CA). Vektoren fOr die Nutzung in filamentdsen Pilzen sind 
30 beschrieben in: van den Hondel, C.A.MJ.J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, 
J.F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Altemativ kSnnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressionsvektoren genutzt werden z.B. 
fur die Expression in Sf 9 Zellen, Dies sind z-B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al. 
35 (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) und der pVL series (Lucklow and Summers (1989) 
V7«)/pSK 170:31 -39). 

Des weiteren konnen zur Genexpression vorteilhaft Pflanzenzellen oder Algenzellen 
genutzt werden. Beispiele fQr RIanzenexpressionsvektoren finden sich in Becker, D., 
et al. (1992) ""New plant binary vectors with selectable markers located proximal to the 
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left border", PlantMol. Biol.20: 1195-1197oderln Bevan, M,W. (1984) "Binary 
Agmbacterium vectors for plant transformation", NucL Acid. Res. 12: 871 1-8721 . 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaBen Nukieinsauresequenzen in Saugerzellen 
exprimiert werden. Befspiel fur entsprechende Expressionsvektoren sind pCDM8 und 
5 pMT2PC genannt in: Seed, B. (1 987) Nature 329:840 oder Kaufman et al. (1 987) 
EMBOJ. 6: 187-195). Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren viralen 
Ursprungs wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, Cytomegalovirus oder 
Simian Virus 40. Weitere prokaryotische und eukaryotische Expressions^steme sind 
genannt in Kapftel 16 und 17 in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
1 0 Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring HariDor, NY, 1989. 

Das Einbringen der erfindungsgemSBen Nukleins&uren, der Expressionskassette oder 
des Vektors in Organismen beispieisweise in Pflanzen kann prinzlpieil nach alien dem 
Faciimann bekannten Metiioden erfolgen. 

15 FQr Mikroorganismen kann der Faciimann entsprechende Methoden den Leiirbuchem 
von Sambrook, J. et al. (1989) Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring 
Hart>or Laboratory Press, von P.M. Ausubel et al. (1994) Current protocols In molecular 
biology, John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DMA Cloning Vol.1 , (1995), IRL 
Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al. (1994) Methods in Yeast Genetics, Cold 

20 Spring Habor Laboratory Press oder Guthrie et al. Guide to Yeast Genetics and 
Molecular Biology, Methods in Enzymoiogy, 1994, Academic Press entnehmen. • 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird als Transformation 
bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen Methoden zur Transfomnation und 
Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zurtransienten 

25 Oder stabiien Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 
transfonmation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische 
Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte particle bombardment Methode, die 
Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung, die 
Mikroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die genannten 

30 Verfahren sind beispieisweise in B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: 
Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung 
und R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant 
Physiol. Plant Molec. Biol- 42 (1991) 205-225) beschrieben. Vorzugsweise wird das 
zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium 

35 tumefaciens zu transfomiieren, beispieisweise pBin19 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 
12 (1984) 8711). Mit einem solchen Vektor transformierte Agrobakterien konnen dann 
in bekannter Weise zur Transfonmation von Pflanzen, insbesondere von Kulturpflan- 
zen, wie z.B. von Tabakpflanzen, verwendet werden, indem beispieisweise venAojndete 
Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakterienldsung gebadet und anschlieBend in 

40 geeigneten Medlen kultiviert werden. Die Transfonmation von Pflanzen mit Agro- 
bacterium tumefaciens wird beispieisweise von Hofgen und Willmitzer in Nucl. Acid 
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Res. (1988) 16, 9877 beschrieben Oder ist unter anderem bekannt aus F.F. White, 
Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineering 
and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 
15-38. 

5 Mit einem erfindungsgemaBen Expressionsvektor transformierte Agrobakterien konnen 
ebenfalls in bekannter Weise zur Transfomnation von RIanzen wie Testpfianzen \Nie 
Arabidopsis Oder Kulturpflanzen wie Getreide, Mais, Hater, Roggen, Gerste, Weizen, 
Soja, Reis, Baumwolle, ZuckenrQbe, Canoia, Sonnenblume, Rachs, Hanf, Kartoffel, 
Tabak, Tomate, Karotte, Paprika, Raps, Tapiotei, Maniok, Pfeilwurz, Tagetes, Al^a, 

10 Salat und den verschiedenen Baum-, Nuss- und Weinspes^ies, insbesondere von Ol- 
hattigen Kulturpflanzen, wie Soja, Erdnuss, Rizinus, Sonnenblume, Mais, Baumwolle, 
Rachs, Raps, Kokosnuss, Olpalme, Farbersaf lor (Garthamus tinctorius) oder Kakao- 
bohne verwendet werden, z.B. indem verwundete BlStter oder BlattstQcke in einer 
Agrobakterienlosung gebadet und anschlieBend In geeigneten Medien kultiviert 

15 werden. Besonders zur Herstellung von PUFAs, beispielsweise Stearidonsaure, 

Eicosapentaensaure und Docosahexaensaure eignen sich Borage oder Primulaceen. 
Besonders vortellhaft eignet sich Lein zur Herstellung von PUFAS mit dem erflndungs- 
gemSBen Nukleinsauresequenzen vorteilhaft in Kombination mit weiteren Desaturasen 
und Elongasen. 

20 Die genetisch veranderten Pflanzenzellen kSnnen Qber alle dem Fachmann bekannten 
Methoden regeneriert werden. Entsprechende Methoden kdnnen den oben genannten 
Schriften von S.D. Kung und R. Wu, Potrykus oder Hdfgen und Willmitzer entnommen 
werden. 

Als transgene Organismen bzw. Wirtsorganismen fur die erfindungsgemaBe Nuklein- 

25 saure, die Expressionskassette oder den Vektor eignen sich prinzipiell vorteilhaft alle 
Organismen, die in der Lage sind Fettsauren speziell ungesattigte Fettsauren zu 
synthetisieren bzw. fur die Expression rekombinanter Gene geeignet sind wie Mikro- 
rorganismen, nicht-humane Tiere oder Pflanzen. Beispielhaft seien Pflanzen wie 
Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula oder Kulturpflanzen wie Soja, Erdnuss, 

30 Rizinus, Sonnenblume, Mais, Baumwolle, Rachs, Raps, Kokosnuss, Olpalme, 
Farbersaf lor (Garthamus tinctorius) oder Kakaobohne, Mikroorganismen wie Pilze 
beispielsweise die Gattung Mortierella, Saprolegnta oder Pythium, Baklerien wie die 
Gattung Escherichia, Hefen wie die Gattung Saccharomyces, Cyanot>akterien, Ciliaten, 
Algen oder Protozoen wie Dinoflagellaten wie Crypthecodinium genannt. Bevorzugt 

35 werden Organismen, die naturlicherwelse Ole in groBeren Mengen synthetisieren 
kdnnen wie Pilze wie Mortierella alpina, Pythium insidiosum oder Pflanzen wie Soja, 
Raps, Kokosnuss, Olpalme, Farbersaflor, Rizinus, Calendula, Erdnuss, l^aobohne 
Oder Sonnenblume oder Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, besonders bevorzugt 
werden Soja, Raps, Sonnenblume, Lein, Calendula oder Saccharomyces cerevisiae. 

40 Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geeignet beispielsweise C. 
elegans. 
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Unter transgenen Organismus bzw. transgener Pflanze im Sinne der Erfindung ist zu 
verstehen, dass die im Verfahren verwendeten Nuklelnsauren nicht an ihrer naturlichen 
Steile im Genom eines Organismus sind, dabei konnen die Nukleinsauren homolog 
Oder heterolog exprimiert warden. Transgen bedeutet aber auch wie genannt, dass die 

5 erfindungsgemaBen Nukleinsauren an ihrem naturlichen Platz im Genom eines 
Organismus sind, dass jedoch die Sequenz gegenOber der natQrIichen Sequenz 
verandert wurde und/oder das die Regulationssequenzen, der naturlichen Sequenzen 
verandert wurden. Bevorzugt Ist unter transgen die Expression der erfindungsgemaBen 
Nukleinsauren an nicht naturlicher Stelte im Genom zu verstehen, das heiBt eine 

10 homologe Oder bevorzugt heterologe Bcpresslon der Nukleinsauren llegt vor. Bevor- 
zugte transgene Organismen sind Pilze wie Mortierella Oder Pflanzen sind die Ol- 
fruchtpflanzen. 

"Transgen" meint damit beispieisweise bezQglich einer Nukleinsduresequenz, einer 
E)q3ressionskassette oder einem Vektor enthaltend eine Nukleinsauresequenz, die fur 
15 die A-4-Desaturase Oder deren Derivate codiert, oder einem Organismus transfonmiert 
mit dieser Nukleinsauresequenz, einer Expressionskassette oder einem Vektor alie 
solche durch gentechnlsche Methoden zustandegekommene Konstrukdonen, in denen 
sich entweder 

a) die A-4-Desaturase-Nukleinsauresequenz, oder 

20 b) eine mit der A-4-Desaturase-Nukleinsauresequenz f unktionell verknupfte 
genetische Kontrollsequenz, zum Beispiel ein Promoter, oder 

c) (a) und (b) 

sich nicht in ihrer natOrllchen, genetischen Umgebung befinden oder durch gentechnl- 
sche Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispielhaft eine Substitutio- 

25 nen, Additionen, Deletionen, inversion oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleo- 
tidreste sein kann. Naturliche genetische Umgebung meint den naturlichen chromoso- 
malen Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorliegen in einer genomischen 
Bibiiothek. Im Fall einer genomischen Bibliothek ist die natOrliche, genetische Umge- 
bung der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise erhalten. Die 

30 Umgebung flankiert die Nukleinsauresequenz zumindest an einer Seite und hat eine 
Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp, besonders 
bevorzugt mindestens 1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 5000 bp. 

Nutzbare Wirtszellen sind weiterhln genannt in: Goeddel, Gene Expression Technolo- 
gy: Methods in En^mology ^85, Academic Press, San Diego, OA (1990). 

35 Verwendbare Expresslonsstamme z,B. solche, die eine geringere Proteaseaktivitat 

aufweisen sind beschrieben in: Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods 
in En^mology ^85, Academic Press, San Diego, California (1990) 119-128. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer Expressionskas- 
sette enthaltend DNA-Sequenzen cx)dlerend fur ein A-4-Desaturase-Gen Oder mrt 
diesen hybridisierende DNA-Sequenzen zur Transfonnation von Pflanzenzellen, - 
geweben oder Pflanzenteilen. Ziel der Ven^/endung ist die Erhdhung des Qehaltes an 
5 Fettsauren. Olen oder Lipiden mit erhdhtem Gehalt an und Doppelbindungen in A-4- 
Position. 

Dabei kann je nach Waiil des Promotors die Expression des A-4-Desaturase-Gens 
speaf iscii in den Biattem, in den Samen, den Knoiien oder anderen Teiien der Pf ianze 
erfoigen. Solciie Fettsduren, die oder Upide mit A-4-Doppelbindungen uberproduzte- 

10 renden transgenen l^anzen, deren Venmehrungsgut, sowie deren Pflanzenzelien, - 
gewebe oder -4eile, sind ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung. Ein 
bevorzugter erfindungsgemaBer Gegenstand sind transgene Pfianze enthaltend 
eine erfindungsgemSBe funldonelle oder nicht funlctionelle (= Antisense-DNA oder 
enzymatisclie inaktives Enzym) Nukleinsauresequenz oder eine funktionelle oder niclit 

15 funktionelle Expressionskassette. 

Die Expressionskassette oder die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen 
enthaltend eine A-4-Desaturasegensequenz kann daruber hinaus auch zur Trans- 
formation der oben beispielhaft genannten Organismen wie Bakterien, Cyanobakterien, 
Hefen, filamentdsen Pilzen, Ciliaten und Algen mit dem Ziel einer Erhohung des 
20 Gehaites an Fettsduren, Olen Oder Lipiden A-4-Doppelbindungen eingesetzt werden. 

Erhdhung des Gehaites von Fettsauren, Olen oder Lipiden mit A-4-Doppelbindungen 
bedeutet im Rahmen der voriiegenden Erfindung beispielsweise die kunstlich erworbe- 
ne Fahigkeit einer erhdhten Biosyntheselerstung durch funktionelle Oberexpression des 
A-4-Desaturase-Gens in den erfindungsgemaBen Organismen vorteilhaft in den 
25 erfindungsgemaBen transgenen Pflanzen gegenuber den nicht gentechnisch modifi- 
zierten Ausgangspf lanzen zumindest fur die Dauer mindestens einer RIanzen- 
generation. 

Der Biosyntheseort von Fettsauren, Olen oder Lipiden beispielsweise ist im allge- 
meinen der Samen oder Zellschichten des Samens, so dass eine samenspezifische 
30 Expression des A-4-Desaturase-Gens sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, dass die 
Biosynthese von Fettsauren, Olen oder Lipiden nicht auf das Samengewebe be- 
schrankt sein muss, sondem auch in alien ubrigen Teiien der Pfianze - beispielsweise 
in Epidenmiszelien oder in den Knollen * gewebespezifisch erfoigen kann. 

Daruber hinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen A-4-Desaturase-Gens 
35 von Vorteii. Andererseits kann aber auch eine induzierbare Expression wunschenswert 
erscheinen. 

Die Wirksamkeit der Expression des A-4-Desaturase-Gens kann beispielsweise in vitro 
durch Sprossmeristemvermehrung ermittelt werden. Zudem kann eine In Art und Hohe 
veranderte Expression des A-4-Desaturase-Gens und deren Auswirkung auf die 
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FettsSure-, Ol- oder Lipidbiosyntheseleistung an Testpflanzen in Gewachshaus- 
versuchen getestet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, transfomniert mit einer 
Expnessionstcassette enthaitend erne 2^-4-Desaturase-Gensequenz Oder mit dieser 
5 hybridisierende DNA-Sequenzen, sowie transgene Zellen, Gewebe, Telle und Vemneh- 
rungsgut solcher Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabei transgene Kulturpflanzen, 
wie Z.B. Qerste, Weizen, Roggen, Hafer, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, 
Raps und Canola, Sonnenblume, Rachs, Hanf, Kartoffei, Tabak, Tomate, Raps, 
Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Alfotfa, Salat und die verschiedenen Baum-, Nuss und 
10 Weinspezies. 

Pflanzen Im SInne der Erfindung sind mono- und dikotyle RIanzen, Moose oder Algen. 

Eine weitere erfindungsgemaSe Ausgestaltung sind wie oben beschriebenen transge- 
ne Pflanzen, die eine funkUonelle oder nichtfunktionelle erfindungsgemaBe Nuklein- 
sSuresequenz oder eine funktionelle oder nichtfunktionelle erfindungsgemaBe 

15 Expresslonskassette entiialten. Unter nicht funktionell ist zu verstehen, dass keln 

enzymatiscii aktlves Protein mehr synthetisiert wird. AuBerdem ist unter niclit funktio- 
nellen Nukteinsauren oder Nukieinsaurekonstrukten auch eine sogenannte Antisense- 
DMA zu verstehen, die zu transgenen RIanzen fQhrt, die eine RedukHon der enzymati- 
schen AkHvltat oder kelne enzymatlschen Aktivitat aufweisen. Mit Hllfe der Antisense- 

20 Technik, speziell wenn die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz mit anderen 

Fettsauresynthesegene In der Antlsense-DNA kombiniert wird, Ist es moglich Triglyce- 
ride mit einem erhdhten Gehalt an gesattigten Fettsauren bzw. gesattigte Fettsauren 
zu synthetisieren. Unter transgenen RIanzen sind einzelne Rianzenzeilen und deren 
Kulturen auf Festmedien oder in Flussigkultur, Pflanzenteile und ganze Pflanzen zu 

25 verstehen. 



Weitere Gegenstande der Erfindung sind: 

- Verfahren zur Transformation einer RIanze dadurch gekennzeichnet, 
dass man erfindungsgemaBe Expressionskassetten enthaitend eine A-4- 
Desaturase-Gensequenz aus Primulaceen oder mit dieser hybridisierende 

30 DNA'-Sequenzen In eine RIanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze 

Oder Protoplasten von RIanzen einbringt. 

Vennrendung einer A-4-Desaturase-DNA-Gensequenz oder mit dieser hybridi- 
sierende DNA-Sequenzen zur Hersteflung von RIanzen mit erhohtem Gehalt 
an Fettsauren, Olen oder Lipiden mit A-4-Doppelblndungen durch Expression 
35 dieser A-4-Desaturase DNA-Sequenz in Pflanzen. 

Proteine enthaitend die in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenzen. 

- Venwendung der Proteine mit den Sequenzen SEQ ID NO: 2 zur Herstellung 
von ungesattigten Fettsauren. 
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Bn werterer erfindungsgemaBer Gegenstand ist ein Verfahren zur Hersteliung von 
ungesattigten Fettsauren, dadurch gekennzeichnet, dass man mindestens eine oben 
beschriebene erfindungsgemaSe Nukleinsauresequenz Oder mindestens ein erfin- 
dungsgemaBes Nulcleinsaurelconstaikl In einen bevorzugt Ol produzierenden Organis- 
mus bringt, diesen Organismus anzieht und dass in dem Organismus enttialtene Ol 
isollert und die im Ol enttialtenden Fettsauren freisetzt. Diese ungesdttigten Fettsauren 
entliaiten vorteilhaft A-4-Doppelbindungen. Die Fettsauren konnen aus den Olen bzw. 
Upiden beispielsweise uber erne basisciie Hydrolyse z.B. mit NaOH oder KOH 
freigesetzt werden. 

Aucii ein Verfahren zur Hersteliung von Trigtyceriden mit einem erholiten Gehalt an 
ungesattigten Fettsauren, dadurch gekennzeichnet, dass man mindestens eine oben 
beschriebene erfindungsgemaSe Nukleinsauresequenz oder mindestens eine erfin* 
dungsgemaBe Expressionskassette in einen Ol produzierenden Organismus bringt, 
diesen Organismus anzieht und dass in dem Organismus enthaltene Ol isoliert, gehdrt 
zu den Erfindungsgegenstanden. 

Ein wetterer erfindungsgemaBer Gegenstand ist ein Verfahren zur Hersteliung von 
Triglyceriden mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren, indem man 
Triglyceride mit gesattigten oder ungesattigten oder gesattigten und ungesattigten 
Fettsauren mit mindestens dem Protein, das durch die Sequenz SEQ ID NO: 1 kodiert 
wird, inkubierL Vorteilhaft wird das Verfahren In Gegenwart von Verblndungen 
durchgef Qhrt, die ReduktionsSquivalente aufnehmen oder abgeben konnen. Anschlie- 
Bend kdnnen die Fetteauren aus den Triglyceriden freigesetzt werden. 

Vorteilhaft werden im eifindungsgemaBen Verfahren transgene Pfianzen als Organis- 
men verwendet. DIese Pfianzen enthalten die Im erfindungsgemaBen Verfahren 
synthetisierten mehrfach ungesattigten Fettsauren und konnen vorteilhaft direkt 
vermarktet werden ohne dass, die synthetisierten Ole, Upide oder Fettsauren isoliert 
werden mQssen. Unter Pfianzen im erfindungsgemaBen Verfahren sind ganze 
Pfianzen sowie alie Pflanzenteile, Pflanzenorgane oder Pflanzenteile wie Biatt, Stiel, 
Samen, Wurzel, Knollen, Antheren, Fasem, Wurzelhaare, Stangel, Embryos, Kalli, 
Kotelydonen, Petiofen, Emtematerial, pflanzliches Gewebe, reproduktives Gewebe, 
Zellkulturen, die sich von der transgenen Pfianze abgeleiten und/oder dazu verwendet 
werden kdnnen, die transgene Pfianze hervofzubringen. Der Samen umfasst dabei alle 
Samenteile wie die Samenhullen, Epidermis- und Samenzellen, Endosperm oder 
Embyrogewebe. Die im erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten Verbindungen 
konnen aber auch aus den Organismen vorteilhaft Pfianzen in Form ihrer Ole, Fett, 
Upide und/oder freien Fettsauren isoliert werden. Durch dieses Verfahren hergestellte 
mehrfach ungesattigten Fettsauren lessen sich durch Emten der Organismen entweder 
aus der Kultur, in der sie wachsen, oder vom Feld ernten. Dies kann Qber Pressen oder 
Extraktion der Rlanzenteile bevorzugt der Pflanzensamen erfolgen. Dabei konnen die 
Ole, Fette, Upide und/oder freien Fettsauren durch sogenanntes kalt schlagen oder 
kalt pressen ohne ZufQhrung von Warme durch Pressen gewonnen werden. Damit sich 
die Pfianzentei ie speziell die Samen leichter aufschlieBen lessen, werden sie vorher 
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zerkleinert, gedampft Oder gerostet Die so vorbehandeiten Samen konnen anschlie- 
Bend gepresst werden oder mit Losungsmlttel wie warmen Hexan extrahiert werden. 
AnschlieSend wird das Losungsmittel wieder entfemt. Im Falle von Mikroorganismen 
werden diese nach Emte beispielsweise direkt ohne weitere Arbeitsschritte extrahiert 
5 Oder aber nach Aufschluss uber verschiedene dem Fachmann bekannte Methoden 
extrahiert. Auf diese Weise konnen mehr als 96 % der im Verfahren hergestellten 
Verbindungen isoliert werden. AnschlieSend werden die so erhaltenen Produkte weiter 
bearbeitet, das heiSt raffinlert. Dabei werden zunachst beispielsweise die Pflanzen- 
schleime und Trubstoffe entfemt Die sogenannte Entschleimung kann enzymatisch 

10 Oder beispielsweise chemisch/physikalisch durch Zugabe von Saure wie Phosphor- 
saure erfolgen. AnschiieBend werden die freien Fettsauren durch Behandiung mit einer 
Base beispielsweise Natronlauge entfemt. Das erhaltene Produkt wird zur Entfemung 
der im Produkt verbliebenen Lauge mit Wasser grundlidi gewaschen und getrocknet. 
Um die noch im Produkt enthaltenen Farbstoffe zu entfemen werden die Produkte 

15 einer Bleichung mit beispielsweise Blelcherde oder Akti\4cohle unterzogen. Zum 
Schluss \Aflrd das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf noch desodoriert. 

Die im Verfahren hergestellten PUFAs fallen in den Organismen vorteilhaft in Fonm 
ihrer Ole, Upide oder Fettsauren oder FrakHonen davon an. 

Eine weitere erfindungsgemaBe Ausfuhmngsfonn ist die Venn^endung des Ols, Lipids, 
20 der FettsSuren und/oder der FettsSurezusammensetzung in Futtermittein, Nahrungs- 
mitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika. 

Unter dem Begriff "Or, "Lipid" Oder "Fetl" wird ein Fettsauregemisch verstanden, das 
ungesattigte, gesattigte, vorzugswerse veresterte Fetteaure(n) enthalt. Bevorzugt ist, 
dass das 6l, Lipid oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesattigten freien oder 

25 vorteilhaft veresterten Fettsaure(n), insbesondere Linolsaure, y-Linolensaure, Dihomo- 
Y-linolensaure, Arachidonsaure, a-Unoiensaure, Stearidonsaure, Eicosatetraensaure, 
Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure oder DocosahexaensSure hat. Vorzugs- 
weise ist der Anteil an ungesattigten veresterten Fettsauren ungefShr 30 mehr 
bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, noch mehr bevorzugt ist ein Anteil von 60 %, 70 %, 

30 80 % Oder mehr. Zur Bestimmung kann z.B. der Anteil an Fettsaure nach Uberfuhrung 
der Fettsauren in die Methylestern durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt 
werden. Das Ol, Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesatHgte oder ungesattigte 
Fettsauren, z.B. Calendulasaure, Palmitin-, Palmltolein-, Stearin-, Olsaure etc., 
enthalten. Insbesondere kann je nach Ausgangsorganismus der Anteil der verschlede- 

35 nen Fettsauren in dem Ol oder Fett schwanken. 

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fettsauren, handelt es sich 
beispielsweise um Sphingolipide, Phosphoglyceride, Lipide, Glycolipide, Phospholipi- 
de, Monoacylgiycerin, Diacylglycerin, Triacylgiycerin oder sonstige Fettsaureester. 

Aus den so im erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte 
40 Fettsauren mit vorteilhaft mlndestens zwei Doppelblndungen lassen sich die enthalten- 
den mehrfach ungesattigten Fettsauren wie oben beschrieben beispielsweise uber eine 
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Alkalibehandlung beispielsweise wassrige KOH Oder NaOH Oder saure Hydrolyse 
vorteilhaft In Gegenwart eines Alkohols wie Methanol oder Ethanol oder uber eine 
enzymatische Abspaltung freisetzen und isolieren uber beispielsweise Phasentrennung 
und anschlleBender An^uerung uber z.B. H2SO4- Die Frelsetzung der Fettsauren 
5 kann auch direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfoigen. 

Die oben genannten Verfahren ermoglichen vorteilhaft die Synthese von Fettsauren 
Oder Triglyceriden mit einem erhdhten Gehait an Fettsauren mit A-4-Doppelbindungen. 

Die oben genannten Verfahren ermoglichen vorteilhaft die Synthese von Fettsauren 
Oder Triglyceriden mit einem erhohten Gehait an Fettsauren mit A-4-Doppelbindungen, 
10 wobei ais Substrat fur die Reaktion der A4-Desaturase bevorzugt Docosapentaen- 
saure venivendet wird. Damit enmSglicht das oben genannte Verfahren vorteilhaft 
besonders die Synthese von Fettsauren, vAe zum Beispiel Docosahexaensaure. 

Mit Hilfe der sogenannten Antisense-Technologie konnen in einem Verfahren auch 
Fettsauren oder Triglyceride mit einem eriidhten Gehait an gesSttigten Fettsauren 
1 5 hergesteilt werden. 

Als Organismen fur die genannten Verfahren seien beispielhaft Pfianzen wie Arabi- 
dopsis, Primulaceen, Borage, Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Mais, Soja, Reis, 
Baumwolle, Zuckenxibe, Raps und Ganola, Sonnenblume, Rachs, Hanf, Karloffel, 
Tabak, Tomate, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Alfalfa, Erdnuss, Rizinus, Kokos- 

20 nuss, Olpalme, Farbersaf lor (Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne, Mlkroorganis- 
men wie Pilze Mortlereila, Saprolegnia oder Pythium, Bakterien wie die Gattung 
Escherichia, Gyanobakterien, Hefen wie die Gattung Saccharomyces, Algen oder 
Protozoen wie Dinoflagellaten vwe Crypthecodinium genannt. Bevorzugt werden 
Organismen, die naturiicherweise 6le in groQeren Mengen synthetisieren konnen wie 

25 Mikroorganismen wie Pilze wie Mortierella alpina, Pythium insidiosum oder RIanzen 
wie Soja, Raps, Kokosnuss, Olpalme, Fdrbersafbr, Rizinus, Calendula, Erdnuss, 
Kakaobohne oder Sonnenblume oder Hefen wie Saccharomyces cerevisiae, beson- 
ders bevorzugt werden Soja, Raps, Sonnenblume, Carthamus oder Saccharomyces 
cerevisiae. 

30 Die In den Verfahren venA^endeten Organismen werden je nach Wirtsorganismus in 
dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. gezuchtet. Mikroorganismen 
werden in der Regel in einem flussigen Medium, das eine Kohlenstoffquelle meist in 
Form von Zuckem, eine Stickstoffquelle meist in Form von organlschen Stickstoffquel- 
ten wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulfat, Spurenelemente wie Eisen-, 

35 Mangan-, Magnesiumsaize und gegebenenfalls Vitamine enthalt, bei Temperaturen 
zwischen O^C und 100^C, bevorzugt zwischen 10°C bis 60^*0 unter Sauerstoff- 
begasung angezogen. Dabei kann der pH der Nahrflussigkert auf einen festen Wert 
gehaKen werden, das heiBt wahrend der Anzucht reguliert werden oder nicht. Die 
Anzucht kann batch weise, semi batch weise oder kontinuieriich erfoigen. Nahrstoffe 

40 konnen zu Beginn der Fermentation vorgelegt Oder semikontinuieriich oder kontinuier- 
iich nach gefutlert werden. 
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Pfianzen werden nach Transformation zunachst me oben beschrieben regeneriert und 
anschiieBend wie ubiich angezQchtet bzw. angebaut. 

Aus den Organismen werden nach Anzucht die Lipide in QblichenAreise gewonnen. 
Hierzu kSnnen die Organismen nacli Emte zundclist aufgeschlossen werden Oder 
5 direkl verwendet werden. Die Upide werden vorteilhaft mit geelgneten Losungsmftlein 
wie apolare Losungsmittel wie Hexan oder Ethanoi, Isopropanol oder Gemisclien wie 
Hexan/lsopropanol, Phenol/Chiorofomn/isoamylalkohol bei Temperaturen zwischen 
O^'C bis 80''C, bevorzugt zwischen 20''C bis SO^'C extrahiert. Die Biomasse wird in 
der Regel mit einem Uberschuss an Losungsmittel extrahiert beispielsweise einem 
10 Oberschuss von Losungsmittel zu Biomasse von 1 :4. Das Losungsmittel wird anschiie- 
Bend beispielsweise uber eine Destination entfemt. Die Extralction kann auch mit 
superkritischem CO2 erfolgen. Nach Extraktion kann die resUiche Biomasse beispiels- 
weise Qber nitration entfemt werden. 

Das so gewonnene Rohol kann anschiieBend weiter aufgereinigt werden, beispiels- 
15 weise in dem TrObungen uber das Versetzen mit polaren Losungsmittel wie Aceton 
Oder Chloroform und anschiieBender Filtration oder Zentrifugation dntfemt werden. 
Auch eine weitere Relnlgung uber Saulen ist mdglich. 

Zur Gewinnung der freien Fettsauren aus den Triglyceriden werden diese in ublicher- 
weise verseifL 

20 Ein weiterer Gegenstand der ErTindung sind ungesattigte Fettsauren sowie Trigylceride 
mit einem erhdhten Gehait an ungesSttigten Fettsauren, die nach den oben genannten 
Verfahren hergestellt wurden, sowie deren Verwendung zur Herstellung von Nah- 
rungsmitteln, Tierfutter, Kosmetika oder Pharmazeutika. Hierzu werden diese den 
Nahrungsmittein, dem Tierfutter, den Kosmetika oder Pharmazeutika in ubiichen 

25 Mengen zugesetzt. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispieie naher erigutert: 
Beispiele 

Beispiel 1 : Allgemeine Klonierungsverfahren: 

Die Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Gelelektrophorese, 
30 Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und 
Nylon Membranen, Verknupfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia 
coli Zellen, Anzucht von Bakterien und die Sequenzanalyse rekombinanter DNA 
wurden wie bei Sambrook et al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0- 
87969-309-6) beschrieben durchgef uhrt. 

35 Beispiel 2: Sequenzanalyse rekombinanter DNA: 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem Laserfluoreszenz- 
DNA-Sequenzierer der Rnma ABI nach der Methode von Sanger (Sanger et al. (1977) 
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Proc- Natl. Acad. Sci. USA74, 5463-5467). Fragmente resultierend aus einer Polyme- 
rase KettenreakBon wurden zur Vermeidung von Polymerasefehlem In zu exprimleren- 
den Konstrukten sequenziert und uberprOft. 

Beispiel 3: Kionferung der A-4-Desaturase aus Eugiena gracilis 

5 Eugiena gracilis Stamm 1224-5/25 wurde erhatten von der Sammlung fOr Algenkultu- 
ren G6ttingen (SAG). Zur isolierung wurde der Stamm In Medium II (Cah^yrac R and 
Douce R, FEES Letters 7:259-262, 1 970) fur 4 Tage bei 23 °C unter einem Ucht-/ 
Dunkelinten/all von 8 h / 16 h (35 mol s-1 m-2 Lichtst§rke) angezogen. 

Gesamt-RNA von einer viertagigen Eugiena Kultur wurde mit Hilfe des RNAea^ Kits 
10 der Rnma Qlagen (Valencia, CA, US) isoliert Aus der Gesamt-RNA wurde mit Hllfe von 
oligo-dT-Cellulose poly-A+ RNA (mRNA) isoliert (Sambrook et al., 1989). Die RNA 
wurde mit dem Reverse Transcription System Kit von Promega revere transcribiert und 
die synthetisierte cDNA in den lambda ZAP Vektor (lambda ZAP Gold, Stratagene) 
kloniert Entsprechend Herstellerangaben wurde die cDNA zur Plasmid-DNA entpackt 
15 und Klone wurden zur Zufallssequenaerung ansequenziert. Eine Sequenz zeigte 
Ahnlichkeit zu A-4-Desaturasen. Die gefundene Sequenz wurde als Sonde fur das 
Screening der Phagen-cDNA (2*10® Plaques) venwendet. Nach zwei Screening- 
Runden konnte eine cDNA mit VollSnge-Sequenz identifiziert werden. 

Beispiel 4: Klonierung von Expressionsplasmiden zur heteroiogen Expression in Hefen 

20 Die klonierte cDNA enthalt zwei putative Startkodons, die in zwei offenen Leserahmen 
mit 9 Basen Unterschied resultieren. Nur der kurzere Leserahmen (SEQ ID NO: 1 
zeigte spater AktivitaL Fblgendes Primerpaar wurde verwendet, um diesen Lese- 
rahmen in den Vektor pYES2 (Invitrogen) zu Wonieren: 

Fonward: 5'-GGTAGCATGTTGGTGCTGTTTGGCAA 

25 Reverse: 5*-CTCGAG7TATGACI I 1 1 IGTCCGCG 

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (50 pL): 

5,00 pL Template cDNA 

5,00 pL lOx Puffer (Advantage-Polymerase)+ 25mM MgCI2 
5,00pL2mMdNTP 
30 1 ,25 pL je Primer (10 pmol/pL) 
0,50 pL Advantage-Polymerase 

Die Advantage-Polymerase von Clontech wurden eingesetzt. 
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Reaktionsbedingungen der PGR: 
Anlagerungstemperatur 1 men 55^ 
Denaturieaingstemperatur: 1 min 94^0 
5 Bongationstemperatur: 2 min 72^C 
Anzahf der Zyklen: 35 

Das PGR Produkt wurde fur 2 h bei 37 ""G mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol 
inkubiert Der Hefe-Expre8Sionsvektor pYES2 wurde in gleichenAfeise inkublert. 
AnschiieBend wurde das 1638 bp groBe PGR Produkt sowie der Vektor durch Agaro- 

10 se-Gelelektrophorese aufgefrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausge- 
schnttten. Die Aufreinigung der DMA erfolge mittels Qiagen Gel purification Kit gemaB 
Hersteilerangaben. AnschiieBend wurden Vektor und A-4-Desaturase cDNA ligiert. 
Dazu wurde das Rapid Ligation ICit von Roche venvendet. Das entstandene Plasmid 
pYES2-EGD4-2 wurde durch Sequenzierung verifiziert und in den Saccharomyces 

15 Stamm SG334 durch Bektroporation (1500 V) transformiert. AnschiieBend wurden die 
Hefen auf Minimalmedium ohne Uracil auspiattiert. Zellen, die auf Minimalmedium 
ohne Uracil wachstumsfahig waren, enthalten damit das Plasmid p\^S2-EGD4-2. 

Beispiel 5: Klonierung von E)qDressionspiasmiden zur Samen-spezifischen - 
Expression in RIanzen 

20 Fur die Transformation von Pf lanzen wurde ein weiterer Transformationsvektor auf 
Basis von pSUN-USP erzeugt. Dazu wurde mit folgendem Primerpaar Notl- 
Schnittstelien am 5' und 3'-Ende des kodierenden Sequenz eingefugt:. 

Fonward: 5'-GGGGGCGGATGTTGGTGGTGTTTGGGAA 

Reverse: 5'-GCGGCCGCATGACI 1 1 I IGTCCCCG 

25 Zusammensetzung des PGR-Ansatzes (50 |jL): 

5,00 iiL Template cDNA 

5,00 jjL IOx Puffer (Advantage-Polymerase)+ 25mM MgCI2 
5,00 iJL2mM dlMTP 
1 ,25 jjL je Primer (1 0 pmol/pL) 
30 0,50 mL Advantage-Polymerase 

Die Advantage-Polymerase von Clontech wurden eingesetzt. 
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Reaktionsbedingungen der PGR: 

Aniagerungstemperatur: 1 min 55^0 

Denaturierungstemperatun 1 min 94^C 

Bongationstemperatun 2 min 72rC 

5 Anzahl der Zyklen: 35 

Das PGR Produkt wurde fQr 16 h bei 37 mit den Restrikbonsen2ym NotI inkubiert. 
Der Pflanzen-Expressionsveklor pSUN300-USP wurde in gleicherweise Inkubiert 
AnschlieBend wurde das 1642 bp grosse PGR Produkt sowie der 7624 bp groBe 
Vektor durch Agarose-Geleiektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DMA- 
10 Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DMA erfolge mittels Qiagen Gel 
purification Kit gemaB Herstellerangaben. AnschlieBend wurden Vektor und A-4- 
Desaturase cDNA ligiert Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. 
Das entstandene Plasmid pSUN-EGD4*2 wurde durch Sequen^erung verifiziert. 

pSUNBOO 1st ein Derivat des Plasmides pPZP (Hajdukiewicz^P, Svab, Z, Maliga» P., 
15 (1 994) The small versatile pPZP family of Agrobacterium binary vectors forplant 

transformation. Plant Mol Biol 25:989-994). pSUN-USP entstand aus pSUNSOO, indem 
In pSUNSOO ein USP-Promotor ais EcoRI- Fragment inseriert wurde. Das Poly- 
adenylierungsslgnal ist das des Octoplnsynthase-Gens aus dem A. tumefaciens Ti- 
Plasmid (ocs-Terminator, Genbank Accession V00088) (De Greve,H., Dhaese,P.i 
20 Seurinck,J., Lemmers,M., Van Montagu,M. and Sche1l,J. Nucleotide sequence and 
transcript map of the Agrobacterium tumefaciens Ti plasmid-encoded octopine 
synthase gene J. Mol. Appl. Genet. 1 (6), 499-511 (1982) Der USP-Promotor entspricht 
den Nukleotiden 1-684 (Genbank Accession X56240), wobei ein Teil der nicht- 
codierenden Region des USP-Gens fm Promotor enthalten ist. Das 684 Basenpaar 
25 groBe Promotorfragment wurde mittels kauflichen T7-Standardprimer (Stratagene) 

und mit Hilfe eines synthetisierten Primers uber eine PCR-ReakBon nach Standardme- 
thoden amplifiziert. (Primersequenz: 5'- 

GTCGACCCGCGGACTAGTGGGCCCTCTAGACCCGGGGGATCC 
GGATCTGCTGGCTATGAA-3'). Das PCR-Fragment wurde mit EcoRI/Sall nachge- 
30 schnitten und in den Vektor pSUNSOO mit CCS Terminator eingesetzt. Es entstand das 
Plasmid mit der Be^ichnung pSUN-USP. Das Konstrukt wurde zur Transformation 
von Arabidopsis thaliana, Raps, Tabak und Leinsamen verwendet. 

Beispiel 6: Erzeugung von transgenen Pflanzen 

a) Erzeugung transgener Rapspflanzen (verSndert nach Moloney et al., 1992, Plant 
35 Cell Reports, 8:238-242) 

Zur Erzeugung transgener Rapspflanzen wurden binare Vektoren in Agrobacterium 
tumefaciens C58C1 :pGV2260 oder Escherichia coli genutzt (Deblaere et ai, 1984, 
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Nucl. Acids. Res. 13, 4777-4728). Tux Transformation von Rapspfianzen (Var. 
Drakkar, NPZ Norddeut^e Pflanzenzucht, Hohenlieth, Deutschland), wurde eine 
1 :50 VerdOnnung einer Obemaclitkultur einer positiv transformierten Agrobakte- 
rienkolonie In Murashige-Skoog Medium (Murashige und Skoog 1962 Physiol. 
5 Plant 15, 473) mit 3 % Saccharose (3MS-Medium) benutzl. Petiolen Oder Hypoko- 
tyledonen frisch gekeimter steriler Rapspflanzen (zu je ca. 1 cm^ wurden in einer 
Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdunnung fur 5-10 Minuten inkubiert. Es 
folgt eine 3-tagige Colnkubatfon in Dunkelheit l>ei TB^'C auf 3IVIS-Medium mit 0,8 % 
Bacto-Agar. Die Kuttivierung wurde nach 3 Tagen mit 16 Stunden Ucht / 8 Stunden 

1 0 Dunkelheit weitergef Qhrt und in wdchentlichem Rhythmus auf MS-Medium mrt 500 
mg/1 Claforan (Cefotaxime-Natrium), 50 mg/l Kanamycin, 20 mikroM Benzylamlno- 
purin (BAP) und 1,6 g/l Glukose weitergefuhrL Wachsende Sprosse wurden auf 
MS-Medium mit 2 % Saccharose, 250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto-Agar uber- 
fuhrt. Biideten sich nach drei Wochen keine Wurzein, so wurde als Wachstums- 

15 hormon 2-lndolbuttersaure zum Bewurzein zum Medium gegeben. 

Regenerierte Sprosse werden auf 2MS-Medium mit Kanamycin und Claforan 
erhalten, nach Bewurzelung in Erde uberfQhrt und nach Kultivierung f Or zwei 
Wochen in einer Klimakammer Oder im Gewachshaus angezogen, zur Blute 
gebracht, reife Samen geerntet und auf A-4-Desaturase -Expression mittels 
20 Upidanalysen untersucht Unien mit erhohten Gehalten an Oder Doppelbindungen 
an der A-4-position werden identifiziert. Es lasst sich in den stabil transformierten 
transgenen Unien, die das Transgen f unktionell exprimleren, ein erhdhter Gehalt 
von Doppelbindungen an der A-4-positton im Vergleich zu untransformierten 
Kontrollpflanzen feststellen. 

25 b) Die Herstellung von transgenen Leinpflanzen kdnnen zum Beispiel nach der 

Methode von Bell et aL, 1999, In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant. 35(6):456-465 mittels 
particle bombartment erzeugt werden. Agrobakterien-vermittelte Transformationen 
konnen zum Beispiel nach Mlynarova et al. (1994), Plant Cell Report 13: 282-285 
hergestellt werden. 

30 Beispiel 7: LipidextrakUon aus Hefen: 

Hefen, die wie unter Beispiel 4 mit dem Plasmid pYES-EGD4-2 transfomniert wurden, 
wurden folgendermaBen analysiert: 

Die Hefezeilen wurden fur zwei Tage in 1 ml Minimalmedium mit 0,2 % Raffinose 
angezogen und dann in 5 ml desselben Mediums uberfQhrt Diese Kultur wurde bis zu 
35 einer OD600 von 0,05 fOr 6 h bei 30 ^'C angezogen. Es wurden dann 100 |jM der 
Fettsaure-Substrate (67 pM fOr 16:1 A7) zugegeben und die Expression der A-4- 
Desaturase durch Zugabe von 2 % Galaktose induziert. Die Zellen wurden dann 
4 Tage bei 15 ""C inkubiert, geerntet, gewaschen mit 100 mM NaHC03 und fOr die 
Fettstureanalyse mittels GC eingesetzL 
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Fig. 4 zeigt das Ergebnis der Fettsaureanalyse. Dabei konnte gezeigt warden, dass im 
Verglelch zum Kontroll-Hefestamm, der nicht uber das A-4-Desaturasegen verfugt, in 
dem Hefestamm mit dem pYES-EGD4-2 Konstrukl die gefutterte Fettsaure DPA 
(Docosapentaensaure) zu DHA (Docosahexaensaure) desaturiert wurde, 

5 Die Substrat Spezif itaten wurden durch Futterung der transformierten Hefestamme 
mit den unterschiedlichen Fettsauren ermittelt (Tab, 1). Bestimmt wurde dann die 
Umsetzung der gefutterten Fettsauren zu ihren A4 desaturierten Produkten. 

Die Methodik 1st beschrieben zum Beispiel in Napier and Michaelson, 2001, Lipids. 
36(8):761-766; Sayanova et al., 2001, Journal of Experimental Botany. 52(360):1581- 
10 1585, Sperling et al., 2001, Arch. Blochem. Biophys. 388(2):293-298 und Michaelson 
et al., 1998, FEBS Letters. 439(3):215.218. 

Die Analyse der Substratspezifitat zeigte, dass die C7-C8 Doppelbindung notwendig ist 
fur die Substraterkennung. 
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TabeHe 1 : SubstratspezifitSt der Eugiena gracilis A4-Desaturase 



Gefutterte retisaure 


L/eivun iJiTiyc7oc#i£L /o/ 


22:5 A7,10,13,16,19 


^y,7 (± ii,o; 


22:4 A7,10,13,16 


ZO,7 (± ^,Oj 


20:3 A8,11,14 


iNicm aeiGKuciDar 


18:3 A6,9,12 


iNtcnt aeieKuerDai 


18:2 A9,12 


Nicnt u6ieKuerDar 


18:1 A9 


iNicnt aeieKuerDar 


lO.U 


Nicht detektierbar 


16:3A7,10,13 


21 ,4 (+3,3) 


16:1 A7 


7,4 (±0.8) 


16:1 A9 


Nicht deteicUerbar 


16:0 


Niclit detektierbar 



Beispiel 8: Positionsanalyse der A4-desaturierten Fettsauren 

5 Neben der Substratspezifitat wurde auch die Position der A-4-desaturierten Fettsauren 
analysiert. Die Position von mehrfach ungesattigten Fettsauren im Triacylglycerid ist 
von ernahrungsphysiologlschen Gesichtspunkten wichtig. Es wurde beschrieben, dass 
ungesattigte Fettsauren besonders In der sn-2 Position von Triacylglyceriden sclinell 
Im Danm von Saugetieren aufgenommen werden. Urn die Posltlonsspezlfrtat der A-4- 

1 0 Desaturase aus Eugiena gracilis zu untersuchen, wurde folgendermaBen vorgegan- 
gen: 

Gem§B der Beschreibung in Beispiel 4 wurden 100 ml Hefekultur, die die A-4- 
Desaturase aus Hefe exprimieren, mit 16:1 A7 bzw. mit 22:4 A7,10,13,16 gefuttert 
und dann inlcublert. Die Gesamtlipide wurden aus den Hefen mittels Chloro- 
15 fonn/MethanolyWasser Extraktion Isoliert (Bligh, E.G. and Dyer, W J, Can J Blochem 
Physiol 37:911-917, 1959) und Qber DQnnschicht-Chromatograpliie aufgetrennt 
(Chloroform/Metlianol/Essigsaure 65:25:8). Phosphatidylcholin wurden von den 
Dunnschichtplatten abgekratzt und mit 2 ml Chloroform/ Methanol (2/1) extrahiert. Das 
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extrahiert Phosphafidylcholin wurde getrocknet und In 50 pL 100 % Trition-100 
resuspendiert. Zu der L5sung wurde 1 ml 50 mM HEPES, 2 mM CaCia und 
10000 Einheiten Lipase (Rhizopus arrhizus delemar, Sigma) zugegeben. Nach 2 
Stunden InioJbation bei 37 **C wurde die Ldsung mit Essigsaure (100 %) acldifiziert 
5 und die Lipide und freie Fettsauren mit Chlorofonn/ Methanol extraliiert Die f reien 
Fettsturen sowie das entstandene Lysophosptiatidylcholin wurden durcli Dunn- 
schiciitchromatograpliie getrennt, von der Platte gekratzt und durch GC analysiert. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 5 deirgestellt. Daraus geht hervor, das die sn-2 Position um 
den Faktor 20 gegenuber der sn-1 Position bevorzugt wird. Damrt konnte gezeigt 
10 werden, dass die Desaturierung der Position C4-C5 zum grol^n Teil an Fettsauren in 
der sn-2 Position erfolgt. 

Belspiei 9: Lipidextraklion aus Hefen und Samen: 

Die Auswirkung der genetischen Modlfikation in Pflanzen, Pilzen, Algen, Ciliaten oder 
auf die ProdukUon einer gewQnsctiten Verbindung (wie einer Fettsaure) kann bestimmt 

15 werden, indem die modifizierten Mikroorganismen Oder die modiflzierte RIanze 

unter geelgneten Bedingungen (vwe den vorstehend bescliriebenen) gezuclitet werden 
und deis Medium und/oder die zellularen Komponenten auf die ertiotite Produktion des 
gewQnsctiten Produktes (d.fi. von Upiden oder einer Fetts§ure) untersucfit wird. Oiese 
Analysetecliniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen Spektroskopie, DOnn- 

20 sciiictitcliromatographie, Farbeverfafiren verschiedener Art, enzymatische und 

mikrobiologisciie Verfaiiren sowie analytisclie Ctiromatographie, wie Hoctiieistungs- 
Flussigkeitsclnromatograpliie (slehe beispielsweise Ullman, Encyclopedia of Industrial 
Chemistry, Bd. A2, S. 89-90 und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., et al.. 

(1987) "Applications of HPLC in Biochemistry" in: Laboratory Techniques in Biochemis- 
25 try and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III: 

"Product recovery and purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P.A., et al. 

(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and 
Sons; Kennedy, J.F., und Cabrai, J.M.S. (1992) Recovery processes for biological 
Materials, John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henry, J.D. (1988) Biochemical 

30 Separations, in: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3; Kapitel 11,8. 
1-27,' VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. (1989) Separation and purification techniques 
in biotechnology, Noyes Publications). 

Neben den oben erwahnten Verfahren werden Pflanzenlipide aus RIanzenmaterial wie 
von Cahoon et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22):12935-12940, und Browse 

35 et al. (1 986) Analytic Biochemistry 1 52:1 41 -1 45, beschrieben extrahiert. Die qualitative 
und quantitative Lipid- oder Fettsaureanalyse ist beschrieben bei Christie, William W., 
Advances in Upid Methodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Upid Ubrary; 2); 
Christie, William W., Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - Ayr, 
Scotland: Oily Press, 1989, Repr. 1992, IX, 307 S. (Oily Press Upid Ubrary; 1); 

40 "Progress in Lipid Research, Oxford: Pergamon Press, 1 (1952) - 16 (1977) u.d.T.: 
Progress in the Chemistry of Fats and Other Upids CODEN. 
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Zusatzlfch zur Messung des Endproduktes der Fermentation ist es auch mdglich, 
andere Komponenten der StoWwechselwege zu analysleren, die zur ProdukSon der 
gewunschten Verbindung verwendet werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, urn 
die Gesamteffizienz der Produktion der Verbindung zu bestimmen. 
5 Die Analyseverfahren umfassen Messungen der Nahrstoffmengen im Medium (z.B. 
Zucker, Koiiienwasserstoffe, Stickstoffquellen, Pliosphat und andere ionen), Messun- 
gen der Biomassezusammensetzung und des Waclistums, Analyse der Produktion 
Oblicher Metabolite von Biosynthesewegen und Messungen von Gasen, die wahrend 
der Femnentation erzeugt werden. Standardverfahren fur diese Messungen sind in 
10 Applied Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes und P.F. Stanbury, 
Hrsgb,, IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 165-192 (ISBN: 0199635773) und darin 
angegebenen Literaturstellen beschrieben. 

Ein Beispiel ist die Analyse von FettsSuren (AbkOrzungen: FAME, Fettsauremethyles- 
ten GO-MS, Gas-Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie; TAG, Triacylgly- 
15 cerin; TLG, Dunnschichtchromatographie). 

Der unzweideutlge Nachweis fOr das Voriiegen von Fettsdureprodukten kann mrttels 
Analyse rekombinanter Organismen nach Standard-Analyseverfahren erhalten werden: 
GO, GO-MS Oder TLC. wie verschiedentlich beschrieben von Christie und den 
Literaturstellen darin (1997, in: Advances on Lipid Methodology, Vierte Aufl.: Ohristie, 
20 Oily Press, Dundee, 1 1 9-1 69; 1 998, Gaschromatographie-Massenspektrometrie- 
Verfahren, Upide 33:343-353). 

Das zu analysierende Material kann durch Ultraschallbehandlung, Mahlen in der 
Glasmuhle, flQssigen Stickstoff und Mahlen oder Qber andere anwendbare Verfahren 
aufgebrochen werden. Das Material muss nach dem Aufbrechen zentrifugiert werden. 

25 Das Sediment wird in Aqua dest. resuspendiert, 10 min be! 100*^0 erhitzt, auf Eis 
abgekuhit und emeut zentrifugiert, gefolgt von Extraktion in 0,5 M Schwefelsaure in 
Methanol mit 2 % Dimethoxypropan f Qr 1 Std. bei 90^0, was zu hydrolysierten 6l- und 
Lipidveri^indungen fOhrt, die transmethylierte Upide ergeben. Diese Fettsauremethyles- 
ter werden In Petrolether extrahiert und schlieBlich einer GC-Analyse unter VenA/en- 

30 dung einer Kapillarsaule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 OB, 25 

mikrom, 0,32 mm) bei einem Temperaturgradienten zwischen 170*^0 und 240°C fur 
20 min und 5 min bei 240''O unterworfen. Die Identitat der erhaltenen FettsSuremethyl- 
ester muss unter VenA^endung von Standards, die aus kommerziellen Queilen erhaltlich 
sind (d.h. Sigma), definiert werden. 

35 Rianzenmaterial wird zunachst mechanisch durch Mdrsem homogenisiert, um es einer 
Extraktion zugangiicher zu machen. 

Dann vwrd 10 min auf lOO'^C erhitzt und nach dem AbkOhlen auf Eis emeut sedimen- 
tierL Das Zellsediment wird mit 1 M methanolischer Schwefelsaure und 2 % Dimetho- 
xypropan 1h bei 90''C hydrolysiert und die Lipide transmethyliert. Die resultierenden 
40 Fettsauremethylester (FAMI^ werden in Petrolether extrahiert. Die extrahierten FAME 
werden durch Gasflussigkeitschromatographie mit einer Kapillarsaule (Chrompack, 



wo 2004/090123 



35 



PCT/EP2004/003628 



WCOT Fused Sllfca, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0,32 mm) und einem Temperaturgradien- 
ten von 170°C auf 240°C in 20 min und 5 min bei 240'*C analysiert. Die Identltat der 
Fettsauremethylester wird durch Vergleich mit entsprechenden FAME-Standards 
(Sigma) bestatigt. Die Identitat und die Position der Doppelblndung kann durch 
5 geeignete chemische Derivatisierung der FAME-Gemische z.B. zu 4,4-Dimethoxy- 
oxazolin-Derivaten (Christie, 1998) mittels GOMS weiter analysiert werden. 
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PatentansprQche 



1 . isolierte Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide mrt A-4- 
DesaturaseakbVitat codieren, ausgewahK aus der Gruppe: 



a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten - 
5 Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten - 
genetischen Codes von der In SEQ ID NO: 1 enthaltenden codieren- 
den Sequenz ableiten lassen, Oder 

c) Derivate der In SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsauresequenz, die 
10 fur Polypeptide mit der In SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosaure- 

sequenzen codieren und mindestens 40 % Homologie auf Amino- 
saureebene mtt SEQ ID NO: 2 aufweisen und eine A-4-Desaturase- 
ktivltat aufweisen. 

2. Isolierte Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1, wobei die Sequenz von 
1 5 einer Rianze stammt. 

3. isolierte Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die Sequenz 
aus der Klasse der Euglenophyceae stammt. 

4. Aminosauresequenz, die von einer Isolierten Nukleinsauresequenz nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 codiert wird. 

20 5. Genkonstrukt, enthaltend eine isolierte Nukleinsaure nach einem der Anspru- 
che 1 bis 3, wobei die Nukleinsaure funktionsfahig mit einem Oder mehreren 
Regulationssignalen verbunden ist 



6. Genkonstrukt nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Nuklein- 
saurekonstrukt zusatzliche Biosynthesegene des Fettsaure- Oder Lipidstoff- 

25 wechsels enthalt ausgewahit aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), 

Acyl-ACP[= acyl carrier proteln]-Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), 
Fettsaure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid- 
Acyltransferase(n), Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl- 
Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure- 

30 Desaturase(n), Fettsaure-Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol- 

LIpasen, Allenoxid-Synthasen, Hydroperoxid-Lyasen Oder Fettsaure- 
Bongase(n). 
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7. Genkonstrukl nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Nukleinsaurekonstajkt zusatzliche Biosynthesegene des Fettsaure- Oder - 
Upidstoffwechsels enthalt ausgemhit aus der Gruppe der A-4-Desaturase-, 
A-5-De^turase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9-Desaturase-, A-12- 
Desaturase-, A-5-Elongase-, A-6-Elongase- Oder A-9-Elongase. 

8- Vektor, enthaltend eine NuWelnsaure nach den Anspruchen 1 bis 3 Oder eln 
Genkonstrukl nach Anspruch 5. 

9. Transgener nicht-humaner Organlsmus, enthaltend mlndestens eine Nuklein- 
saure nach den Anspruchen 1 bis 3, eln Genkonstrukl nach Anspruch 5 oder 
einen Vektor nach Anspruch 8. 

10. Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 8, wobei der Orga- 
nismus ein Mikroorganismus, ein nicht-humanes Tier Oder eine Pflanze ist. 

1 1 . Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 9 oder 1 0, wobei der 
Organismus eine RIanze ist 

12- Verfahren zur Hersteliung von mehrfach ungesatHgten Fetlsauren, wobei das 
Verfahren das Zuchten eines transgenen Organismus umfasst, der eine - 
Nuldeinsaure nach den Anspruchen 1 bis 3, ein Genkonstmkl nach An- 
spruch 5 Oder einen Vektor nach Anspruch 8 umfasst, kodierend eine A-4- 
Desaturase, die spezifisch oj-S-Fettsduren desaturiert, und wobei durch die 
Aktivitat der A-4-Desaturase mehrfach ungesattigte FettsSuren in dem Orga- 
nismus gebildet werden, die einen erhohten Gehalt an w-3-Fettsauren auf- 
weisen. 

1 3. Verfahren nach Anspruch 1 2, wobei im Verfahren Docosahexaensaure 
hergesteilten wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die mehrfach ungesStligten 
FettsSuremolekule aus dem Organismus In Fonm eines Ols, Lipids oder einer 
f relen Fettsaure isoiiert werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, wobei der Organismus ein 
Mikroorganismus, eln nicht-humanes Tier oder eine Pflanze ist. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 15, wobei der Organismus eine 
transgene Pflanze ist. 

17. 6l, Upide Oder Fettsauren oder eine Fraktion davon, hergestellt durch das 
Verfahren nach einem der AnsprQche 12 bis 16. 

18. 6l-, Lipid- Oder Fettsaurezusammensetzung, die PUFAs hergestellt nach 
einem Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 16 umfasst und von trans- 
genen Pflanzen stammt. 
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1 9. Verwendung von Ol, Upide Oder Fettsauren gemSB Anspruch 17 oder 6l-, 
Lipid- Oder Fettsaure2usammensetzung gemaB Anspruch 18 in Putter, - 
Nahmngsmittein, Kosmetika oder Phamnazeutika. 
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SBQXJWCB LISTING 



<110> BASF Plant Science GmbH 



<120> Delta-4-Desaturasen aus Euglena gracilis « exprimierende .Pflan z e n 
und FDFA enthaltende Ole 



<130> 20030192 



<160> 2 



<170> Patentin version 3.1 



<210> 1 

<211> 1626 

<212> DEQA 

<213> Euglena gracilis 



<220> 

<221> CDS 

<222> {1)..(1623) 

<223> Delta-4-Desaturase 



<400> 1 

atg ttg gtg ctg ttt ggc aat ttc tat gtc aag caa tac tec caa aag 48 
Met Leu Val Leu Plie Gly Asn Phe Tyr Val Lys Gin Tyr Ser Gin Lys 
15 10 15 

aac ggc aag ccg gag aac gga gcc acc cct gag aac gga gcg aag ccg 96 
Asn Gly Lys Pro Glu Asn Gly Ala Thr Pro Glu Asn Gly Ala Lys Pro 
20 25 30 

caa cct tgc gag aac ggc acg gtg gaa aag cga gag aat gac acc gcc 144 
Gin Pro Cys Glu Asn Gly *rhr Val Glu Lys Arg Glu Asn Asp Thr Ala 
35 40 45 

aac gtt egg ccc acc cgt cca get gga cec ccg ccg gcc acg tac tac 192 
Asn Val Arg Pro Thr Arg Pro Ala Gly Pro Pro Pro Ala Thr Tyr Tyr 
50 55 60 

gac tec ctg gca gtg teg ggg eag ggc aag gag egg ctg ttc ace acc 240 
Asp Ser Leu Ala Val Ser Gly Gin Gly Lys Glu Arg Leu Phe Thr Thr 
65 70 75 80 
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gat gag gtg agg egg cac ate etc ccc acc gat ggc tgg etg acg tgc 288 
Asp Glu Val Arg 2^g His lie lieu Pro Thr Asp Qly Trp lieu Tlhr Cys 
85 90 95 

cac gaa gga gtc tac gat gte act gat ttc ctt gee aag cac cct ggt 336 
His Glu Gly Val Tyr Asp Val Thr Asp PhB Leu Ala Lys His Pro Gly 
100 105 110 

ggc ggt gtc ate acg etg ggc ctt gga agg gac tgc aca ate etc ate 384 
Gly Gly Val lie Thr Leu Gly Leu Gly Arg Asp Cys Tbr lie Leu lie 
115 120 125 

gag tea tac cac cct get ggg cge ccg gac aag gtg atg gag aag tac 432 
Glu Ser Tyr His Pro Ala Gly Arg Pro Asp Lys Val Met Glu Lys Tyr 
130 135 140 

cgc att ggt acg etg cag gac ccc aag acg ttc tat get tgg gga gag 480 
Arg lie Gly Thr Leu Gin Asp Pro Lys Thr Phe Tyr Ala Trp Gly Glu 
145 150 155 160 

tec gat ttc tac cct gag ttg aag cge egg gee ctt gea agg etg aag 528 
Ser Asp Phe Tyr Pro Glu Leu Lys Arg Arg Ala Leu Ala Arg Leu Lys 
165 170 175 

gag get ggt cag gcg egg cge ggc ggc ctt ggg gtg aag gee etc etg 576 
Glu Ala Gly Gin Ala Arg Arg Gly Gly Leu Gly Val Lys Ala Leu Leu 
180 185 190 

gtg etc acc etc ttc ttc gtg teg tgg tac atg tgg gtg gee cac, aag 624 
Val Leu Thr Leu Phe Phe Val Ser Trp Tyr Met Trp Val Ala His Lys 
195 200 205 

tec ttc etc tgg gee gee gte tgg ggc ttc gee ggc tee cac gtc ggg 672 
Ser Phe Leu Trp Ala Ala Val Trp Gly Phe Ala Gly Ser His Val Gly 
210 215 220 

etg age ate cag cac gat ggc aae cac ggc gcg ttc age cge aac aca 720 
Leu Ser lie Gin His Asp Gly Asn His Gly Ala Phe Ser Arg Asn Thr 
225 230 235 240 

etg gtg aae cge etg gcg ggg tgg ggc atg gac ttg ate ggc gcg teg 768 
Leu Val Asn Arg Leu Ala Gly Trp Gly Met Asp Leu lie Gly Ala Ser 
245 250 255 

tec acg gtg tgg gag tac cag cac gtc ate ggc cac cac cag tac ace 816 
Ser Thr Val Trp Glu Tyr Gin His Val lie Gly His His Gin Tyr Thr 
260 265 270 • 

aac etc gtg teg gac acg eta ttc agt etg cct gag aae gat ccg gac 864 
Asn Leu Val Ser Asp Thr Leu Phe Ser Leu Pro Glu Asn Asp Pro 2^p 
275 280 285 



gtc ttc tec age tac ccg etg atg cgc atg cac ecg gat acg gcg tgg 



912 
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Val Phe Ser Ser Tyr Pro Leu Met Arg Mfet His Pro Asp TSir Ala Trp 
290 295 300 

cag ccg cac cac cgc ttc cag cac ctg ttc gcg ttc cca ctg ttc gcc 960 
Gin Pro His His Arg Plie Gin His Leu Phe Ala Phe Pro Leu Phe Ala 
305 310 315 320 

ctg atg aca ate age aag gtg ctg ace age gat ttc get gtc tgc etc 1008 
Leu Met Thr He Ser Lys Val Leu Thr Ser Asp Phe Ala Val Cys Leu 
325 330 335 

age atg aag aag ggg tec ate gae tgc tec tec agg etc gtc cca ctg 1056 
Ser Met Lys Lys Gly Ser lie Asp Cys Ser Ser Arg Leu Val Pro Leu 
340 345 350 

gag ggg cag ctg ctg ttc tgg ggg gee aag ctg gcg aac ttc ctg ttg 1104 
Glu Gly Gin Leu Leu Phe Trp Gly Ala Lys Leu Ala Asn Phe Leu Leu 
355 360 365 

cag att gtg ttg cca tgc tac etc cac ggg aca get atg ggc ctg gcc 1152 
Gin He Val Ijeu Pro Cys Tyr Leu His Gly Thr Ala Met Gly Leu Ala 
370 375 380 



etc ttc tet gtt get cac ett gtg teg ggg gag tac etc gcg ate tgc 
Leu Phe Ser Val Ala His Leu Val Ser Gly Glu Tyr Leu Ala He Cys 
385 390 395 400 



1200 



ttc ate ate aac cac ate age gag tet tgt gag ttt atg aat aca age 1248 
Phe He He Asn His He Ser Glu Ser Cys Glu Phe Met Asn Thr Ser 
405 410 415 

ttt caa ace gcc gee egg agg aca gag atg ett cag gea gca eat cag 1296 
Phe Gin Thr Ala Ala Arg Arg Thr Glu Met Leu Gin Ala Ala His Gin 
420 425 430 

gca gcg gag gee aag aag gtg aag ecc ace ect cca ccg aac gat tgg 1344 
Ala Ala Glu Ala Lys Lys Val Lys Pro Thr Pro Pro Pro Asn Asp Trp 
435 440 445 

get gtg aca cag gtc caa tgc tgc gtg aat tgg aga tea ggt ggc gtg 1392 
Ala Val Thr Gin Val Gin Cys Cys Val Asn Trp Arg Ser Gly Gly Val 
450 455 460 

ttg gee aat cac etc tet gga ggc ttg aac cac cag ate gag cat cat 1440 
Leu Ala Asn His Leu Ser Gly Gly Leu Asn His Gin He Glu His His 
465 470 475 480 

ctg ttc cec age ate teg cat gcc aac tac ecc acc ate gee ect gtt 1488 
Leu Phe Pro Ser He Ser His Ala Asn Tyr Pro Thr He Ala Pro Val 
485 490 495 . 



gtg aag gag gtg tgc 
Val Lys Glu Val Cys 
500 



gag gag tac ggg ttg ccg tac aag aat tac gtc 
Glu Glu Tyr Gly Leu Pro Tyr Lys Asn Tyr Val 
505 510 



1536 
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acg ttc tgg gat gca gtc tgt ggc atg gtt cag cac etc egg ttg atg 1584 
Ifiu: Phe Trp Asp Ala Val Cys Gly Met Val Gin His Leu Arg Leu Met 
515 520 525 



ggt get eca ccg gtg cca acg aiac ggg gac aaa eiag tea taa 
Gly Ala Pro Pro Val Pro Thr Asn Gly Asp Lys Lys Ser 
530 535 540 



<210> 2 

<211> 541 

<212> PRT 

<213> Buglena gracilis 

<400> 2 

Met Leu Val Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Val Lys Gin Tyr Ser Gin Lys 
1 5 10 15 



Asn Gly Lys Pro Glu Asn Gly Ala Thr Pro Glu Asn Gly Ala Lys Pro 
20 25 30 



Gin Pro Cys Glu Asn Gly Thr Val Glu Lys Arg Glu Asn Asp Thr Ala 
35 40 45 



Asn Val Arg Pro Thr Arg Pro Ala Gly Pro Pro Pro Ala Thr Tyr Tyr 
50 55 60 



Asp Ser Leu Ala Val Ser Gly Gin Gly Lys Glu Arg Leu Phe Thr Thr 
65 70 75 80 



Asp Glu Val Arg Arg His He Leu Pro Thr Asp Gly Trp Leu Thr Cys 
85 90 95 



His Glu Gly Val Tyx Asp Val Thr Asp Phe Leu Ala Lys His Pro Gly 
100 105 110 



1626 



Gly Gly Val He Thr Leu Gly Leu Gly Arg Asp Cys Thr He Leu He 
115 120 125. 
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Glu Ser Tyr His Pro Ala Gly Arg Pro Asp Lys Val Met Glu I*ys Tyr 
130 135 140 



Arg lie Gly Thr Leu Gin Asp Pro hys Thr Plie Tyr Ala Trp Gly Glu 
145 150 155 160 



Ser Asp Phe Tyr Pro Glu Leu Lys Arg Arg Ala Leu Ala Arg Leu Lys 
165 170 175 



Glu Ala Gly Gin Ala Arg Arg Gly Gly Leu Gly Val Lys Ala Leu Leu 
180 185 190 



Val Leu Thr Leu Phe Phe Val Ser Trp Tyr Met Trp Val Ala His Lys 
195 200 205 



Ser Phe Leu Trp Ala Ala Val Trp Gly Phe Ala Gly Ser His Val Gly 
210 215 220 



Leu Ser lie Gin His Asp Gly Asn His Gly Ala Phe Ser Arg Asn Thr 
225 230 235 240 



Leu Val Asn Arg Leu Ala Gly Trp Gly Met Asp Leu lie Gly Ala Ser 
245 250 255 



Ser Thr Val Trp Glu Tyr Gin His Val lie Gly His His Gin Tyr Thr 
260 265 270 



Asn Leu Val Ser Asp Thr Leu Phe Ser Leu Pro Glu Asn Asp Pro Asp 
275 280 285 



Val Phe Ser Ser Tyr Pro Leu Met Arg Met His Pro Asp Thr Ala Trp 
290 295 300 



Gin Pro His His Arg Phe Gin His Leu Phe Ala Phe Pro Leu Phe Ala 
305 310 315 320 



Leu Met Thr lie Ser Lys Val Leu Thr Ser Asp Phe Ala Val Cys Leu 
325 330 335 



Ser Met Lys Lys Gly Ser lie Asp Cys Ser Ser Arg Leu Val Pro Leu 
340 345 350 
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Glu 61y 61n Leu Leu Phe Txp Gly Ala Lys Leu Ala Asn Plie Leu Leu 
355 360 365 



Gin He Val Leu Pro Cys Tyr Leu His Gly Thr Ala Met Gly Leu Ala 
370 375 380 



Leu Phe Ser Val Ala His Leu Val Ser Gly Glu Tyr Leu Ala He Cys 
385 390 395 400 



Phe He Xle Asn His He Ser Glu Ser Cys Glu Phe Met Asn Thr Ser 
405 410 415 



Phe Gin Thr Ala Ala Arg Arg Thr Glu Met Leu Gin Ala Ala His Gin 
420 425 430 



Ala Ala Glu Ala Lys Lys Val Lys Pro Thr Pro Pro Pro Asn Asp Trp 
435 440 445 



Ala Val Thr Gin Val Gin Cys Cys Val Asn Tzp Arg Ser Gly Gly Val 
450 455 460 



Leu Ala Asn His Leu Ser Gly Gly Leu Asn His Gin He Glu His His 
465 470 475 480 



Leu Phe Pro Ser He Ser His Ala Asn Tyr Pro Thr He Ala Pro Val 
485 490 495 



Val Lys Glu Val Cys Glu Glu Tyr Gly Leu Pro Tyr Lys Asn Tyr Val 
500 505 510 



Thr Phe Trp Asp Ala Val Cys Gly Met Val Gin His Leu Arg Leu Met 
515 520 525 



Gly Ala Pro Pro Val Pro Thr Asn Gly Asp Lys Lys Ser 
530 535 540 



